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ANALOGUES PEPTIDIQUES COMPRENANT AU MOINS UN RESIDU AZA- 

P 3 -AMINOACYLE, ET LEURS UTILISATIONS, NOTAMMENT EN 
THERAPIE 



La presente invention a pour objet des analogues de peptides ou prot6ines parents, 
ces analogues peptidiques, comprenant au moins un residu aza-0 3 aminoacyle, ainsi que 
leurs utilisations dans des compositions pharmaceutiques ou pour le diagnostic de 
pathologies dans lesquelles sont impliqu6s les peptides ou prolines parents 
susmentionn^s. 

^identification des regions antigeniques (ou epitopes) reconnues par les cellules T 
et la comprehension des bases moleculaires et cellulaires de la reconnaissance 
antig6niques sont considerees comme des etapes cles dans la conception et le 
d6veloppement de strategies vaccinales et d'immunomodulation. L'immunisation a l'aide 
de peptides correspondant a des epitopes du non-soi (par exemple viraux, bacteriens) ou 
du soi (par exemple tumoraux) pour induire des anticorps et/ou des lymphocytes T 
auxiliaires (Th) ou des lymphocytes cytotoxiques (CTL) specifiques de la tumeur ou du 
virus, est aujourd-hui une strat6gie particuherement prometteuse dans le d6veloppement 
de vaccins synth6tiques. Dans le cas des vaccins antiviraux par exemple, les peptides 
presentent plusieurs avantages majeurs sur les preparations traditionnelles de virus 
attends ou inactives, a savoir une production plus simple, chimiquement definie et 
parfaitement contr61able, ainsi qu-une meiUeure stabilit6 a temperature ambiante. Des 
approches therapeutiques basees sur des epitopes T CD4 + d'antigenes du soi sont aussi 
propos6es. »' 

En pratique, cependant, les peptides se revelent souvent peu immunogenes et ne 
permettent pas d'obtenir des titres elev6s d'anticorps capables de rdagir avec la proline 
native ou la particule virale. Ces limitations a 1-utuisation des peptides dans le 
d6veloppement de vaccins synthetiques sont probablement U6es a une biodegradabiUte 
importante dans les fluides biologiques, une mauvaise diffusion a travers les systemes 
membranaires et par le manque de selectivite vis-4-vis de la cible. 

Differentes approches ont 6t€ developpees pour "transformer" les peptides en 
molecules capables d'induire une reponse immune humorale ou cellulaire plus forte et 
plus specifique. L'introduction dans des peptides antigdniques de liaisons 
pseudopeptidiques est une strategic des plus interessantes pour am61iorer leurs 
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caract&istiques physico-chimiques propres et leur aptitude a interagir avec les 
effecteurs du systeme immunitaire. Malgre les applications potentielles importantes 
dans le domaine du diagnostic, de la vaccination ou de l'inimunomodulation, et 
l'etendue des connaissances de ces analogues acquises dans des domaines chimique et 
5 pharmacologique, les pseudopeptides sont encore peu utilises en immunologie. 

La presente invention a pour but de foumir des analogues peptidiques resistants 
aux enzymes de d6gradation, et capables de mimer l'activit6 de divers peptides natifs, 
agents de vaccination ou d'immunomodulation. 

L'invention a plus paraculierement pour but de foumir des analogues peptidiques 
10 qui se caract6risent par l'introduction de monomeres, ne pr6sentant pas de centres 
chiraux carbones, ce qui permet de s'affranchir des difficultes U6es a la synthese 
asym6trique et aux problemes d'epimerisation. Cette famille d'analogues peptidiques 
constitue une nouvelle classe de peptidontimetiques,. dans lesquels les residus (chaines 
laterales) sont portes par des atomes d'azote chiraux a configuration non fixee, ce qui 
15 leur confere une grande adaptability spatiale. Le positionnement correct des 
peptidomimetiques constants selon ce principe, dans un site enzymatique se produit a la 
fois par le deplacement d'equilibres conformationnel et cpnfigurationnel. L'action d'un 
tel compos6, d'un point de vue stereochimique, est 6quivalente a celle d'un m61ange de 
diast6r6oisomeres en equilibre rapide, l'interaction avec le site enzymatique deplacant 
l'6quitibre vers le ou les stereoisomeres les plus affins. D'autres benefices potentiels 
peuvent egalement en r6sulter, tels que, d'un point de vue chimique, une simplification 
des methodes de synthese (suppression des problemes ster6ochimiques), et d'autre part, 
une plus grande resistance de tels analogues aux squelettes modifies, vis-a-vis de 
l'action des peptidases. La synthese prealable de ces monomefes, autorise l'introduction 
25 d'une bonne diversit6 de chaines latdrales, aussi bien en serie proteog6nique que non 
proteogenique, et done permet de moduler dans une certaine mesure, leur affinit6 et leur 
lipophilie. 

L'invention a 6galement pour but de foumir des compositions pharmaceutiques 
comprenant de tels analogues peptidiques, ainsi que des methodes de diagnostic in vitro 
de pathologies imphquant les peptides parents dont sont issus ces analogues 
peptidiques, et des kits pour la mise en oeuvre de ces m6thodes. 

La presente invention a pour objet l'utilisation d'analogues de peptides ou 
proteines parents, ces analogues peptidiques, encore designes peptides hybrides, 
comprenant au moins un residu aza-p 3 -aminoacyle, k savoir : 
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- un residu repondant a la formule (A) suivante lorsqu'il est situe en position N- 
tenninale, 



R, O 



H (A) 

dans laqueUe R represente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 
aminoacides, tels que Fmoc (fluor6nylmethyloxycarbonyle), Boc (tertio- 
butyloxycarbonyle), ou Z (benzyloxycarbonyle), et R, represente une chaine laterale 
choisie parmi celles des aminoacides, 

- un r6sidu repondant a la fonnule (B) suivante lorsqu'il est situ6 en position C- 
terminale, 




dans laquelle Ri represente une chaine lat&ale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

- un residu repondant a la fonnule (C) suivante lorsqu'il est situ6 dans la chaine 
desdits peptides hybrides, 




dans laqueUe R represente une chaine lat6rale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

pour la preparation: 

- d'un vaccin ou dto m6dicament destine a la pr6vention ou au traitement de 
pathologies associees i la presence, dans l'organisme d'un individu, d'une proteine 
exogene ou endogene, susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans le 
processus d'apparition et/ou de d6veloppement de ces pathologies, ou 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

4 

- d'un vaccirl ou d'un medicament destin6 a la pr6vention ou au traitement de 
pathologies impliquant les molecules du complexe majeur d'histocompatibilitd et/ou les 
recepteurs des cellules T, ou 

- d'un vaccin ou d'un medicament destinS a la prevention ou au traitement de 
5 pathologies associees a la prdsence dans l'organisme d'un individu d'un anticorps 

susceptible d'etre reconnu par un susdit peptide hybride, 

ou pour la mise en oeuvre dime m6thode de diagnostic in vitro des pathologies 
susmentionn6es. 

Les peptides hybrides susmentionnes de l'invention, peuvent egalement Store 
10 definis par la formule generate suivante (A) : 

AA1-(AA2- -AAn-l)-AAn (A) 

dans laquelle : 

* AA1 k AAn repr6sentent : 

- un aminoacide correspondant a un residu aminoacyle situ6 a la mdme position 
15 dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- ou un residu monomere aza-p 3 aminoacyle analogue au residu aminoacyle 
initialement present a la meme position dans le peptide ou la prot6ine parent dont les 
peptides hybrides sont issus, ledit monomere aza-p 3 aminoacyle repondant aux 
formules (A), (B), ou (C) indiqu6es ci-dessus, suivant qu'il soit respectivement en 
position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine desdits peptides hybrides, et dans 
lesquelles Ri est identique a la chaine lat6rale de l'aminoacide initial du peptide ou de 

. la proteine parent auquel correspondent ledit monomere aza-p 3 aminoacyle, 

* et n represente un nombre entier de 4 a environ 100. 

La presente invention a plus particuUerement pour objet 1'utiUsation de peptides 
hybrides tels que definis ci-dessus pour la preparation d'un vaccin ou d'un m6dicament 
destine a la prevention ou au traitement de pathologies d'origine virale ou bacterienne, 
ou de pathologies autoimmunes, ou de maladies neurodegeneratives. 

La presente invention conceme plus particulierement encore l'utilisation 
susmentionn6e de peptides hybrides tels que definis ci-dessus, dans laquelle les 
30 pathologies sont choisies parmi : 

* les pathologies impliquant des mol6cules du complexe majeur 
d'histocompatibilit6 et/ou les recepteurs des cellules T, 
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. les maladies auto-immunes, et notamment la thyroidite de Hashimoto, la 
maladie de Basedow, la maladie d'Addison, l'insuffisance hypophysaire, la gastrite' de 
Biermer, certaines sterilites, le diabete juvenile de type 1, le syndrome de Goodpasture, 
la myasthenia le rhumatisme articulaire aigu, le pemphigus, la pemphigoide bulleuse, la 
dermatite herpetiforme, le vitiligo, le pelade, le psoriasis, l'ophtalmie sympathique, 
l'uveite, le syndrome de Guillain-Bare, la sclerose en plaques, l'anemie hemolytique, le 
purpura thrombopenique idiopathique, la leucopenie idiopathique, la cirrhose biliah-e 
primitive, l'hepatite chronique active, la rectocoUte hemorragique, l'ileite de Crohn, le 
syndrome de Gougerot-SjSgren, la polyarthrite rhumatolde, la dermatopolymyosite, la 
scl6rodermie, la connectivite mixte, le lupus eryth6mateux discoi'de, le lupus 
6ryth6mateux mssemin6. 

• les maladies neurod6g6n6ratives J 

• les maladies d'origine virale, notamment : 

le SIDA provoqu6 par le virus de l'immuno-d6ficience humaine HTV-1 

etHIV-2, 

la parapl6gie associee a HTVL-1, ou la leuc6mie a cellules T de 
l'adulte, provoqu6e par le virus de la leucemie humaine a cellules T (virus HTLV), 
les infections provoquees par le virus respiratoire synticial, 
les infections provoqu6es par le virus coxsakie, par exemple les 
m6ningites aigues lymphocytaires, 

les infections provoquees par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la 
mononucleose infectieuse, 

les infections provoquees par le cytom6galovirus, par exemple la 

maladie des inclusions cytomegaliques, • 

l'herpes provoqu6 par le virus de l'herpes humain, 

l'herpes provoque par le virus 6 de l'herpes simplex, 

les infections provoquees par le parvovirus B19 humain, par exemple 

les gastro-enterites infectieuses, 

l'hepatite B provoquee par le virus de l'hepatite B, 
Thepatite C provoquee par le virus de l'hepatite C, 
- la grippe provoqu6e par le virus influenza, 

la rubeole provoquee par le virus de la rubeole, 
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les infections provoquees par le virus de la Dengue, par exemple les 

arboviroses, 

les rhumes, rhinites, coryza provoques par les rhinovirus, 
la fievre aphteuse provoquee par le virus de la fievre aphteuse, 
certains cancers lies a des virus, tels que les virus Papilloma. 
L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionn6e de 
peptides hybrides de formule (I) suivante : 

(I) a^-r^haa^aan-r^haao-aap 
dans laquelle : 

- aa,, aa n et aa p represented un residu aminoacyle, ou un enchamement de 
r6sidus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 

• positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- N°haa m et tTha^ representent un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou un 
enchainement de r6sidus monomeres aza-p 3 aminoacyles analogues aux residus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la prot6ine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees ci-dessus, suivant qu'ils soient 
respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chame desdits peptides 
hybrides, et dans lesquelles Ri est identique a la chaine laterale de rarninoacide initial 
du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits monomeres aza-p 3 
aminoacyles, 

- 1, m, n, o, et p representent zero, ou un nombre entier compris entire 1 et 20, 
sous reserve que l'un au moins de m ou de o soit different de zero, et que le nombre 
rninimum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule© soit de 4. 

L'invention conceme plus particulierement l'utilisation susmentionn6e de 
peptides hybrides issus de l'epitope 88-99 de l'bistone H4 a titre de peptide parent, et 
correspondant a SEQ ID NO : 1, dont Tun au moins des aminoacides initiaux est 
substitu6 par un residu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un 
medicament, ou vaccin, destine a la prevention ou au traitement du lupus erythemateux 
30 dissemine. 

A ce titre l'invention concerne plus particulierement l'utilisation susmentionnee 
de peptides hybrides issus de l'epitope 88-99 d6fini ci-dessus, et ayant les formules 
suivantes : 
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- SEQ ED NO : 2 (ou peptide E): 

^HzN-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-^-hLeu-Tyr-Gly-OH" 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

88 H 2 N-Tyr-Ala-N a -hLeu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

88 H 2 N-Tyr-N a -hAla-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

88 oi 

H 2 N-Tyr-N -hAla-N a -hLeu-Lys-Arg-^ln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

; H 2 N-Tyr-Ala-Leu-N a -hLys-Arg-Gln-Gly--Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
SEQ ID NO : 7 (ou peptide G): 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-G^ 

- SEQ ID NO : 8 : 

^^N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-^-hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
-SEQ ID NO: 9: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-Gly-N a -hArg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
-SEQ ID NO: 10: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-N a -hArg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 
-SEQ ID NO: 11 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-Gly-Arg-Thr-I^u-N a -hTyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-^-hTyr-Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-N a -hGly-OH 99 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln^ 

L'invention conceme plus particulierement l'utilisation susmentionn6e du peptide 
hybride de fonnule SEQ ID NO : 2. 

L'invention concerne plus particulierement l'utilisation susmentionn6e du peptide 
hybride de fonnule SEQ ID NO : 7. 

L'invention conceme plus particulierement l'utilisation susmentionnee de 
peptides hybrides issus du peptide 307-319 de l'hemagglutinine du virus de la grippe a 
titre de peptide parent, et correspondant a SEQ ID NO : 15, dont l'un au moins des 
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aminoacides initiaux est substitu6 par un r6sidu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la 
preparation d'un medicament, ou vaccin, destine a la prevention ou au traitement de la 
grippe ou de toute autre pathologie telle que listee ci-dessus et pour laquelle une 
molecule contenant un epitope B ou CTL (CD8) est adininistree en association avec la 
5 sequence 307-3 1 9 HA qui renferme un epitope T CD4 dit universel. 

A ce titre l'invention concerne plus particulierement l'utilisation susmentionnee 
de peptides hybrides ayant les formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A*) : 
3OT H 2 N-l>r-hPro-Lys-Tyr^ 

10 - SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 

3 ^H 2 N-Pro-NMiLys-Tyr-Val-L^^^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
^HzN-Pro-Lys-l^-hTy^ 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 
15 3 ° 7H 2 N -^°-Lys-Tyr^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^^ 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^ 

20 - SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^ 

- SEQ ID NO: 23 (ou peptide H') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm^ 

- SEQ ID NO : 24 (ou peptide I') : 

25 3 ° 7H 2N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm-Asn-Thr-Leu-Lys-N a -bJLeu-^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tvr-Vd-Ly^^ 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 
^H^-Pro-Lys-Ty^^ 

30 - SEQ ID NO: 27 (ou peptide L'): 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys^ 

L'invention conceme plus particuUerement l'utilisation susmentionn6e du peptide 
hybride de formule SEQ ID NO : 25. 
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L'invention a egalement pour objet les peptides hybrides comprenant au moins un 
aza-p 3 aminoacide, ces peptides hybrides etant des analogues de peptides ou prolines 
parents, lesdits peptides hybrides comprenant au moins un aminoacide initial du peptide 
ou de la prot6ine parent. 

5 L'invention concerne plus paruculierement les peptides hybrides tels que definis 

ci-dessus, et correspondant a la formule generate suivante (A) : 

AA1-(AA2-.. -AAn-l)-AAn (A) 

dans laquelle : 

* AA1 a AAn representent : 

10 - un aminoacide correspondant a un residu aminoacyle situe a la meme position 

dans le peptide ou la prot6ine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- ou un r6sidu monomere aza-p 3 aminoacyle analogue au residu aminoacyle 
initialement pr6sent a la meme position dans le peptide ou la proteine parent dont les 
peptides hybrides sont issus, ledit monomere aza-p 3 aminoacyle repondant aux 

15 formules (A), (B), ou (C) indiquees ci-dessus, suivant qu'il soit respectivement en 

position N-terminale, C-terminale, ou dans la chalne desdits peptides hybrides, et dans 
lesquelles Ri est identique a la chaine laterale de l'aminoacide initial du peptide ou de 
la protdine parent auquel correspondent ledit monomere aza-p 3 aminoacyle, 

l'un au moins de AA1 a AAn representant un aminoacide du peptide parent, a 

20 savoir un residu aminoacyle situe a la meme position dans le peptide ou la proteine 

parent dont les peptides hybrides sont issus, 

* et n reprdsente un nombre entierde 4 k environ 100. 

A ce titre l'invention concerne plus particulierement les peptides hybrides definis 
ci-dessus de formule (I) suivante : 1 

25 00 aa,-N a haa m -aa n -N a haa 0 -aa p 

dans laquelle : 

- aai, aa n et aap representent un r6sidu aminoacyle, ou un enchainement de 
residus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la prot6ine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

30 " N^aa™ et ISThaao representent un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou un 

enchainement de residus monomeres aza-p 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement pr6sents a. la mSme position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
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repondant aux fonnules (A), (B), ou (Q mentionnees ci-dessus, suivant qu'ils soient 
respectivement en position N-tenninale, C-tenninale, ou dans la chaine desdits peptides 
hybrides, et dans lesquelles R, est identique a la chaine laterale de l'aniinoacide initial 
du peptide ou de la'proteine parent auquel correspondent lesdits monomeres aza-0 3 
aminoacyles, 

- 1, m, n, o, et p repr6sentent z6ro, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous r6serve que l'un au moins de m ou de o soit different de zero, que le nombre 
minimum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule (J) soit de 4, et l'un au 
moins de 1, n, ou p soit different de zero. 

L'invention a plus particulierement pour objet les peptides hybrides 
susmentionn6s de fonnules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

88 H 2 N-Tyr~Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH" 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-N a -hLeu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

88 

HzN-Tyr-N^-hAla-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

^HaN-Tyr-N^hAla-N^hLeu-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-N a -hLys-Arg-Gm-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-<jly-Arg--Thr-N a -hLeu-]y a -hTyr--Gly-OH 99 
-SEQ ID NO: 8: ' 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-N a -hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 
-SEQ ID NO: 9: 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Uu-Lys-Arg^ln^ly-N a -liArg-Thr-Leu-Tyr--Gly-OH 99 
-SEQ ID NO: 10: 

^HaN-Tyr-Ala-l^u-Lys-^-hArg^m^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr^ 
-SEQ ID NO: 11: 

88 

HsN-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Tbx-I^u-N^-hTyr-^ly-OH 99 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-N a -hTyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
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- SEQ ID NO : 13 (ou peptide U): 
^N-Tyr-Ala-I^u-Lys-A^^ 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu^^ 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
307 H 2 N-N<MiPro-Lys-^ 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 
307 H 2 N-Pro-NT-^^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
^N-Pro-Lys-N^-hTyr^^ 
SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 

'^N-Pro-Lys-Tyr-N^hVal-Lys-Gln-Asn-Thr-Leu-Lys-Leu^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr^ 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F) : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr^ 

- SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Ly^^ 

- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr^al-Lys-Gln^^ 

- SEQ ID NO : 24 (ou peptide I') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Va^^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Ty^^ 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 
^H 2 N-Pro-Lys-Tyr^^^ 

- SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-V^^ 

L'invention conceme plus particulierement encore les peptides hybrides tels que 
d&finis ci-dessus de formule suivante: 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-GM^ly-Arg-Thx-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G) : 
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88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^li^Gly-Arg-Thr-^-hLeu-N a -hTyr-<Jly-OH 99 
- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Va^ 

L'invention conceme dgalement un procedS de preparation d'aza-p 3 aminoacides 
caracteris6 en ce qu'il comprend une 6tape de traitement de l'hydrazine substitute et 
proteg6e de formuie (D) suivante : 



H 

GP N 

H (D) 



dans laquelle R represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, le cas 6cheant protegee, et GP un groupe protecteur des fonctions amines, 
tels que Boc, Fmoc, ou Z, 

avec de l'acide glyoxylique sous agitation en pr6sence de NaBH 3 CN en milieu 

acide, 

15 ce qui conduit en une etape au compose azap 3 aminoacide de formuie 

f % 



20 



dans laquelle R et GP sont tels que dermis ci-dessus, ledit compose pouvant le cas 
echeant etre deprot6ge, notamment a l'aide de HC1, de piperidine, ou d'hydrogene 
palladia, afin d'61iminer le groupe GP (Boc, Fmoc, ou Z) et le remplacer par H. 

L'invention concerne plus particulierement les aza-p 3 aminoacides suivants : 
Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-NFhGly-OH), 
Fmoc aza-B 3 -Alanine (Fmoc-N^hAla-OH), 
25 Fmoc aza-fi 3 -Leucine (Fmoc-lS^hLeu-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Valine ^moc-r^hVal-OH), 
Fmoc aza-B 3 -Lysine (Fmoc-^hLysCBo^-OH), 
Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-lsrhAsp(OtBu)-OH) s 
Fmoc aza-B 3 -Methionine (Fmoc-N a hMet-OH), 
30 Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N^hArg (Boc)-OH), 
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Fmoc aza-B 3 -Tyrosine (Fmoc-2^hTyr(OCH 2 OEt)-OH) 

Fmoc aza-B 3 -Asn (Fmoc-l^hAsnCTrt^-OH). 

Fmoc aza-B 3 -Pro (Fmoc-N^hPrc-OH). 

dont les foimules sont respectivement les suivantes : 



H O 



Fm ° C -N^^OH Fm ° C -N' N ^OH 
H H u 



Fmoc-N°hGly-OH Fmoc-N cc hAla-OH 




BocHInT 



(CH2) 4 0 



OH 



H 



H 



Fmoc-N a hLeu-OH 



Boc ^ O 

H 



Y ° 

Fmoc. N .N^ oH 



I 

H 



Fmoc-N a hVal-OH 



MeS N 

(CH 2 ) 2 o 
Fmoc^.N^A OH 

H 



Fmoc-N"hPhe-OH Fmoc-N°<hLys(Boc)-OH Fmoc-N a hAsp(f-Bu)-OH Fmoc-NPhMet-OH 



EtOCH 2 0. 



BocHN^nbqc 
HN. 

<CH 2 ) 3 0 ^ x 0 

H H 




OH 



^ o 

Fmoc. N .N^ OH 



TrtN 



I 

H 



Fmoc' 



Oh 



Fmoc-N a hArg(Boc)-OH Fmoc-N°hTyr(CH 2 OEt)-OH Fmoc-N a h Asn-OH Fmoc-NFhPro-OI 



10 



15 



L'invention concerne egalement les complexes entre un peptide hybride tel que 
d6fini ci-dessus, et un element du complexe d'histocompatibiUte majeur (encore designe 
complexe MHC-hybride), et eventuellement un r6cepteur de cellules T (encore designe 
complexe MHC-hybride-recepteur T). 

L'invention concerne plus particulierement un complexe entre un peptide hybride 
tel que defini ci-dessus, et un r6cepteur de cellules T. 

L'invention a egalement pour objet une methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associees a la presence dans l'organisme d'un patient, d'une prot6ine 
exogene ou endogene, susceptible d'etre directement ou indirectement impliqu6e dans le 
processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, caract6risee en ce 
qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un 6chantillon biologique provenant d'un patient susceptible 
d'etre porteur d'anticorps dirig6 contre ladite prot6ine, avec un peptide hybride tel que 
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defini ci-dessus, ledit peptide hybride etant issu de tout ou partie de ladite proteine 
endogene ou exogene, ou issu d'un peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps 
reconnaissant eux-memes la proteine exogene ou endogene, dans des conditions 
pennettant la reaction entre les anticorps dirig6s centre la prot6ine et susceptibles d'etre 
5 pr6sents dans l'echantillon biologique, et le susdit peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'etre forme a 
l'etape pr6c6dente ou 

- la detection in vitro d'anticorps circulants chez le patient par un test de 
competition en utilisant un anticorps anti-hybride. 

10 L'invention a egalement pour objet un necessaire ou kit pour la mise en oeuvre 

d'une methode de diagnostic in vitro telle que d6finie ci-dessus, comprenant: 

- un peptide hybride issu de tout ou partie de la proteine endogene ou exogene, ou 
correspondant a un peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant 
eux-mSmes la prot6ine exogene ou endogene, 

15 . " des r ea ctifs pour rendre un miUeu apte a la formation d'une reaction 

immunologique, 

- des reactifs pennettant de d6tecter le complexe antigene / anticorps qui a ete 
produit a Tissue de la reaction immunologique, lesdits r6actifs contenant eventuellement 
un marqueur ou etant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un r6actif marque, plus 

20 particulierement dans le cas ou le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
susmentionnes ne sont pas marques. 

L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, notamment 
les vaccins, comprenant au moins un peptide hybride tel que defini ci-dessus, en 
association ou non avec un vehicule physiologiquement acceptable. 

25 L'invention a plus particulierement pour objet les compositions pharmaceutiques 

susmentionn6es comprenant au moins un peptide hybride tel que defini ci-dessus, 
associ6 ou non a une mol6cule porteuse, proteique ou non, pouvant induire in vivo la 
production d'anticorps neutralisant la prot6ine exogene ou endogene responsable de la 
pathologie, ou induire in vivo une reponse immune cellulaire cytotoxique ou auxiliaire. 

30 L'invention concerne 6galement les anticorps anti-peptides hybrides polyclonaux 

ou monoclonaux tels qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un 
peptide hybride d6fini ci-dessus, lesdits anticorps etant susceptibles de former un 
complexe avec ces peptides hybrides, et/ou avec les peptides ou proteines parents 
correspondant a ces demiers, et caracteris6s en ce qu'ils reconnaissent le peptide parent 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 



15 



ou la proline parente avec une affinit6 au moins 6gale a ceUe presentee par les 
anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis a vis du peptide parent ou de la 
proteine parente. 

L'invention a plus particuUerement pour objet les anticorps anti-idiotypes 
susceptibles de former un complexe avec les anticorps susmentionnes, tels qu'obtenus 
par immunisation d'un animal avec lesdits anticorps. 

L'invention concerne egalement une methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associees a la presence dans l'organisme d'un patient d'une protSine exogene 
ou endogene, susceptible d'etre directement ou indirectement imphquee dans le 
processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, ladite methode etant 
caracterisee en ce qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un 6chantUlon biologique provenant d'un patient susceptible 
d'etre porteur de ladite proteine, avec l'un au moins des anticorps susmentionnes, les 
anticorps 6tant avantageusement diriges centre un peptide hybride issu de tout ou partie 
de ladite proteine endogene ou exogene, ou 

dans des conditions permettant la faction entre la proteine susceptible d'etre 
presente dans l'echantillon biologique, et les susdits anticorps dirig6s contre le susdit 
peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'etre forme a 
l'etape precedente. 

L'invention a 6galement pour objet un necessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une methode de diagnostic in vitro telle que definie ci-dessus, comprenant: 

- des anticorps susmentionnes, diriges contre ce peptide hybride; 

- des reactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immunologique; 

- des reactits permettant de d6tecter le complexe antigene / anticorps qui a 6t6 
produit a Tissue de.la reaction immunologique, lesdits reactifs contenant eventuellement 
un marqueur ou etant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un r6actif marque, plus 
particuUerement dans le cas ou le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
susmentionnes ne sont pas marques. 

L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, notamment 
les vaccins, comprenant au moins un anti-idiotype susmentionn6, en association avec un 
vehicule physiologiquement acceptable. 



10 
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L'invention a plus particulierement pour objet les compositions phaimaceutiques 
susmentionnees comprenant au moins un anti-idiotype tel que d6fini ci-dessus, associe k 
une molecule porteuse, proteique ou non, pouvant induire in vivo la production 
d'anticorps neutraUsant la prot6ine exogene ou endogene responsable de la pathologie, 
ou induire in vivo une reponse immune ceUulaire cytotoxique. 

L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, comprenant 
des anticorps tels que d6finis ci-dessus, en association ou non avec un vehicule 
physiologiquement acceptable. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description detainee qui suit de 
la synthase d'aza-p 3 aminoacides, et de peptides hybrides les contenant, ainsi que de leur 
activit6 biologique. 



I) Peptides hybrides de l'histone H4 

La sequence sur laquelle les Inventeurs ont travaill6 dans un premier temps est un 
15 peptide de l'histone H4 (rdsidus 88-99: YALKRQGRTLYG) qui represente un epitope 
T CD4 inmunodominant minimum reconnu par des cellules Th ganglionnaires de 
souris immunis6es centre du nucleosome, structure de base de la chromatine, form6e 
d'ADN et des quatre histones H2A, H2B, H3 et H4. II a ete d6montr6 ces dernieres 
ann6es que le nucleosome joue un r61e primordial en tant qu'antigene et immunogene 
20 dans une maladie autoimmune systemique, le lupus erythemateux diss6mine, qui touche 
aujourd'hui 1 milUon d'Americains. Ce peptide de la region C-terminale de l'histone 
H4 a l'importante propriete de ne pas etre reconnu par des cellules Th gen6r6es centre la 
prot6ine H4 isolee, mais seulement par les cellules Th generees centre le nucl6osome. 
Des etudes d6taiU6es de ce peptide chez la souris normale BALB/c et k l'aide d'un 
25 modele murin de lupus (souris NZBxNZW) ont permis d'obtenir des informations 
concernant la reponse ceUulaire T CD4 + et B (production d'anticorps) dirig6es contre ce 
peptide. 

La synthese de plusieurs analogues de ce peptide 88-99 de l'histone H4 a et6 
reaUsee en rempla 9 ant avec succes differentes positions par leur analogue respectif 
30 N«haa, selon la m6thodologie d6crite ci-dessous. 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 



17 



A) MSthodglogie de Svnthese 

La synthase decrite ci-apres est celle d'aza-p 3 peptides ou peptides hybrides 
incluant un ou plusieurs monomeres aza-p 3 amino acides, homologiies azotes d'amino 
acides. Les chaines lat6rales des monomeres mimant les aminoacides sont portees par 
5 des atomes d'azote qui sont iso61ectroniques des CHa, (atomes d'azote chiraux a 
configuration non fix6e), ce qui leur confere une grande libert6 conformationnelle. De 
plus, ces monomeres ne possedent aucun centre d'asymetrie de configuration fix6e. Le 
positionnement correct de la chaine peptidique dans un site enzymatique se produit a la 
fois par le deplacement d'equilibres conformationnel et configurationnel. Laction d'un 
10 tel composd, d'un point de vue stereochirnique, est equivalente a celle dun melange de 
diastereoisomeres en equilibre rapide, l'interaction avec le site enzymatique deplacant 
l'6quilibre vers le plus affine. 

La methode de la presente invention permet d'introduire une grande variete de 
chaines lat6rales, proteogeniques ou non proteogeniques, dans des positions choisies. 

15 D'autres ben6fices potentiels en r6sultent 6galement tels qu'une simpUfication des 
methodes de synthese (suppression des problemes ster6ochimiques) et une plus grande 
distance de tels analogues aux squelettes modifies vis-a-vis de Taction des peptidases. 
Ceci permet d'une part de mimer la plupart des aminoacides naturels et non namrels et 
d'autre part d'introduire sur le squelette pseudopeptidique des chaines laterales 

20 susceptibles de moduler ses caract6ristiques biophysiques. L'introduction de 
groupements favorisant le passage de ces analogues a travers les membranes cellulaires 
(chaines Upophiles) ou augmentant leur solubiht6 dans le milieu plasmatique 
(groupements perfluores par exemple) nous permet de moduler, voire, d'optimiser la 
biodisponibilite de ces composes. ' 



25 



a) Monomeres aza-B 3 -amino acides 
Deux m6thodologies de synthese sont utilisees pour obtenir les monomeres aza- 
p 3 -amino acides a partir des hydrazines convenablement substitutes et proteg6es, selon 
la nature des chaines lat6rales que l'on desire mimer. 
30 " Soit par bromoacetylation dfrydrazjnes N .N'-disuhstitn^ R l a deprotection du 

monomere orthogonalement protege conduisant a l'aza p 3 amino acide desir6 avec des 
rendements de Tordre de 60-80 %. 
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GP 



H R 1 O R=tBu 



BrCH 2 CQ 2 R GPs. N^X HCI0UCF3CO2H 

H • K 2C0 3 . I ° R R=Bz " 

60-95% H 2 Pd/C 




50-90% 

Rj:H CH 3 CH(CH 3 ) 2 CH 2 CH(CH 3 ) 2 CH 2 Ph (CH 2 ) 4 NHBoc 
hGly Na^a N a hVa| N a hLeu N « hphe N a hLys 

Cette methode consistant a realiser une substitution nucleophile puis une 
deprotection a 6t6 publi6e dans Synlett : New Monomers for Solid Phase Synthesis of 
5 Hydrazinopeptoides: the Na-Subsutated-NP-Protected hydrazinoglycines and N<*- 
Substituted-NP-Protected hydrazinoglycinals. A. Cheguillaume, I. Doubli-Bounoua, M. 
Baudy-Floc'h, P. Le Grel, Synlett 2000, 3, 331-334. 

- Soit par aminatin n reductrice de l'acide glvoxvliq ue. 

Cette m6thode est une nouvelle methode de synthese des Fmoc-aza-B 3 amino 
10 acides (l^haa): A une suspension d'hydrazine substitute Fmoc prot6 g 6e (leq) dans 
50ml d'EtOH, de l'acide glyoxylique (l.leq) est ajoute sous agitation. Apres 0.5h, 
NaBH 3 CN (1.2eq) est ajout6 au mSlange, le pH est ajuste a 3-4 par addition d'HCl 2N, 
apres 0.5h supplemental le pH est ajust6 a 1. Apres 10 min d'agitation le melange 
rdactionnel est concentre par evaporation, puis dilue par addition de 100 mL d'acetate 
d'ethyle. La solution est lavee successivement par NaHCQ 3 (5%) et de la brine puis 
sech6e sur Na 2 S0 4 . Apres Evaporation du solvant, on obtient le monomere Fmoc-aza-fi 3 
amino acide avec des rendements de l'ordre de 82-87%. 

GP'%" R1 CHO-CQ 2 H G P. M XjX 

H NaBH 3 CN, EtOH, 2N HCI £ " ° H 

60-85% N a haa 

GP=Boc ou Fmoc 

R J«L" CHa CH < CH 3>2 CH 2 CH(CH 3 ) 2 CH 2 Ph (CH 2 ) 4 NHBoc 
hGly Na^ia N a hVa , N oc hLeu N<Xhphe N a hLys 

CH 2 C0 2 tBu (CH 2 ) 2 SMe CH 2 (C 6 H 4 )OCH 2 OC 2 H 5 (CH 2 ) 3 NHC=(NBoc)NHBoc 
N«hAsp N"hMet N a hTyr N « hAr 



a-1) Fmoc aza-fi 3 -Glycine (Fmoc-r^hGly-OH) 

A une suspension de Fmoc carbazate (leq) dans 50ml d'EtOH, de l'acide 
glyoxylique (l.leq) est ajout6 sous agitation. Apres 0.5h, NaBH 3 CN (1.2 eq) est ajoute 
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au melange, le pH est ajuste a 3-4 par addition d'HCl 2N, apres 0.5h supplemental le 
P H est ajuste a 1. Apres 10 min dotation le m61ange reactionnel est concent par 
evaporation, puis dilue par addition de 100 mL d'acetate d'ethyle. La solution est lavee 
successivement par NaHC0 3 (5o/ 0 ) et de la brine puis sechee sur Na 2 S0 4 Apres 
evaporation du solvant, on obtient le monomere Fmoc-aza-B 3 glycine avec un rendement 
de 86%. 

mp: 122-124°C. 1 H NMR (DMSO) : 3.75 (s, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, IH, 7= 6.8 Hz 
CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.8 Hz, CH 2 ), 6.90 (br s, IH, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, Ar), 10.0 (s' 
IH, OH). 13C NMR (DMSO): 162.90, 144.07, 141.59, 128.06, 127.38, 125.44, 120 30' 
67.37, 58.00, 47.43. HRMS: (M+) Calc. pour C 1V H 15 N 2 0 3 295.1082; Tr: 295.1083. 

a-2) Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-N a hAsp(OtBu)-OH). 

a-2-1) Fmoc NH-NHCH 2 C0 2 tBu: A une solution de 2.54g de 
Fmoc carbazate (10 mmol) dans 10ml DMF, une solution de 1.95g de bromoacetate de 
tert-butyl (lOmmol) dans 10ml de CH 2 C1 2 est ajoutee goutte a goutte sous agitation a 
temperature ambiante. Apres 12b d'agitation, le solvant est partiellement evapor6 et le 
rSsuiu est purifie par chromatographic sur gel de silice (ethyl acetate / hexane 1/1) pour 
obtenir 2.79g (rendement: 76%) sous forme d'huile incolore qui cristallise lentement. 

mp.H4-116°C. 1 H NMR (CDCI3) 1.50 (s, 9H, tBu), 3.61 (d, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 
IH, J- 6.8 Hz, CH), 4.44 (d, 2H, J = 6.8 Hz, CH 2 ), 6.90 (brs, IH, NH), 7.20-7.80 (m, 
13H, ar). "c NMR (CDC1 3 ): 171.55, 162.90, 144.07, 141.59, 128.06, 127 38 125 44 
120.30, 82.21, 67.37, 53.10, 47.43, 28.42. C 21 H 24 N 2 0 4 368.1736 Calc: C, 68 45- H 
6.57; N, 7.61; Tr., C, 68.56; H, 6.73; N, 7.62. 

a-2-2) Fmoc-N a hAsp(OtBu)-OH : 

Le monomere Fmoc-N°hAsp(OtBu) est prepar6 en suivant le mode operatoire 
g6neral d'amination reductrice a partir de rhydrazine Fmoc NH-NTT^rn, P „ d6crit 
plus haut 

87% ; mp: 98-100<>C. 1 H NMR (CDC1 3 ): 1.50 (s, 9H, %u), 3.60 (m, 2H, CH 2 ) 
3.72 (m, 2H, CH 2 ), 4.22 (t, IH, J= 6.3 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.3 Hz, CH 2 ), 7.20 
(brs, IH, NH), 7.22-7.84 (m, 8H, ar). 13 C NMR (CDCI3): 171.23, 171.00, 158 03 
143.61, 141.76, 128.33, 127.59, 125.33, 120.50, 83.80, 68.19, 59.20, 58.80, 47.4* 
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28.53. HRMS: (M+) Calc.pour CaHMQe 426.1790; Tr: 426.1790 Anal, calc- C 
64.76; H, 6.15; N, 6.57; Tr, C, 64.84; H, 6.18; N, 6.58. 

a-3) Fmoc aza-B 3 -Methionine (Fmoc-N^hMet-OH) 

a-3-1) Fmoc NH-NH(CH 2 ) 2 SMe : A une solution de Methyl Thio 
Acetaldehyde Dimethylacetal (5g, 36mmol) dans CH 2 C1 2 , 16ml d'HCl (1%) est 
additions. Apres agitation a temperature ambiante pendant 0.5h, une suspension de 
Fmoc cabazate (8.38g, 33mmol) dans 100ml de THF est additionnee. Apres lOmin, lg 
de tamis moleculaire (4A) est ajout6 et le melange est laisse sous agitation pendant 12h. 
2.14g de cyanoborohydrure de sodium (34mmol) sont ensuite ajoutSs par fractions sur 
une periode de 45min, le pH etant maintenu a 3-4 par addition par une solution d'HCl 
2N. Le melange est agit6 pendant 2h supplementaire, puis ajuste a pH 1. Le m61ange est 
dilu6 dans 50ml d'acetate d'ethyle, neutralise par NaHC0 3 et lav6 par de la brine. Les 
phases aqueuses sont extraites par 3x50ml de CH^.. Les phases organiques sont 
rassemblees et sechees sur Na 2 S0 4 . Le solvant est evapore et l'huile obtenue est reprise 
a l'ether de p6trole pour donner un pr6cipit6 de 4.54g (42%). 

mp:132°C. NMR (CDCI3): 2.15 (s, 3H, CH3), 2.64 (t, 2H, J= Hz, CH,), 3.12 
(t, 2H, J= Hz, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, J=* 6.6 Hz, CH), 4.52 (d, 2H, J = 6.6 Hz, CH 2 ), 6.46 
(brs, 1H, NH), 7.25-7.82 (m, 8H, ar), 8.21 (brs, 1H, NH). 13 C NMR (CDC1 3 ): 157 67 
144.05, 141.75, 128.21, 127.51, 125.39, 120.46, 67.41, 50.09, 47.58, 32.63, 15.66. Anai 
calc. pour C 18 H 20 O 2 N 2 S 328.1245: C, 65.83; H, 6.14; N, 8.54; S, 9.74. Tr: C, 65.90; H 
6.18; N, 8.62; S, 9.69. 

a-3-2) Fmoc-N a hMet-OH: f 
Le monomere Fmoc-N«hMet-OH est prepare en suivant le mode operatoire 
general d'amination r6ductrice a partir de l'hydrazine Fmoc NH-NTT/raA..^ decrit 
plus haut 

83%. 1 H NMR (CDCI3): 2.15 (s, 3H, CH 3 ), 2.55 (t, 2H, J = Hz, CH 2 ), 3.15 (t, 
2H, J= Hz, CH 2 ), 3.69 (s, 2H, CH 2 ), 4.20 (t, 1H, J= 6.6 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 6.6 
Hz, CH 2 ), 6.95 (brs, 1H, NH), 7.25-7.82 (m, 8H, ar), 9.24 (si, 1H, OH). 13 C NMR 
(CDCI3): 173.42, 156.02, 143.87, 141.76, 128.26, 127.54, 125.38, 120.45, 67.54, 59.18, 

56.70, 47.56, 30.12, 16.09. HRMS.[M+H]+ C 20 H 23 N 2 O 4 S Calc: 387.1379- Tr 
387.1379. 
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a-4) Fmoc aza-B 3 -Tyrosine (Fmoc-N a hTyr(OCH 2 OEt)-OH) 

a-^^ethyloxymethyloxy^enzaldehyde: A un melange de 
4-hyclroxybenzaldehyde (5g, 0.041 mol) et de 12ml de triethylamine dans 30ml de 
THF est ajoute une solution de chloromethyl ethyl ether (5.65g, 0.06mol) dans 20ml 
THF a 0°C et le m61ange esst agite a tem P 6rature ambiante pendant 2h. Le chlorhydrate 
de triemylamine est filtreet le solvant est evapord sous pression reduite pour donner le 
4-ethyloxymethyloxy benzaldehyde sous forme d'huile (6.63g, 90%). 

1H NMR (CDC13): 1.30 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH 3 ), 3.70 (q, 2H, J = 7.1 Hz, 
CH 2 ), 5.25 (s, 2H, CH 2 ), 7.15-7.80 (m, 4H, ar), 10.10 (s, 1H, CHO). 

a-4-2) Fmoc-NH-NHCH^C^OCH.OEt : 5.6g de Fmoc 
cabazate (22mmol) est ajoute sous agitation a une solution de 4- 
(ethyloxymethyloxy)benzaldehyde (5.3g, 29mmol) dans 100ml de THF sec k 
temperature ambiante. Apres lOmin, Ig de tamis moleculaire (4A) est ajoute et le 
melange est agite pendant Ih. 1.57g de cyanoborohydrure de sodium (25mmol) est 
ajoute en 45min et le pH est maintenu a 3-4 par addition d'une solution d'HCl (2N) 
Apres 2h d'agitation, le pH est ajuste a 1. 50ml d'acetate d'6thyle sont alors additionn6 
et le m61ange est neutralise par une solution saturee de NaHC0 3 . La phase aqueuse est 
extraite par CH 2 C1 2 (3x50ml). Les phases organiques sont sech6es sur Na 2 S0 4 et le 
solvant est evapore sous pression reduite pour donner une huile qui par addition d'6ther 
de petrole donne un precipite blanc (5.34g, 58%). 

Mp: 113°C. IH NMR (CDCI3): 1.30 (t, 3H, J= 7.1 Hz, CH 3 ), 3.70 (q, 2H J — 
7.1 Hz, CH 2 ), 3.98 (d, 2H, J= 6.8Hz, CH 2 ), 4.25 (t, IH, 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 
J- 6.8 Hz, CH 2 ), 5.25 (s, 2H, CH 2 ), 6.30 (brs, IH, NH), 7.15-7.80 (m, 13H, ar), 8.21 
(brs, IH, NH). 13 C NMR (CDCI3): 157.49, 144.06, 141.76, 130.70, 128 19 127 50 
125.40, 120.44, 116.68, 93.58, 67.36, 64.65, 55.48, 47.60, 15.53. Anal.Calc ' 
C 25 H 26 N 2 0 4 : 418.1892. C, 71.74 ; H, 6.27; N, 6.70; Tr : C, 71.78; H, 6.29; N, 6.70. 

a-4-3) Fmoc-r^hTyr (OCH 2 OEt)-OH : 

Le monomere Fmoc-N«hTyr (OCH 2 OEt)-OH est pr6pare en suivant le mode 
operatoire general d'amination r6ductrice a partir de l'hydrazine Fmoc-NH- 
NHQJ2£C^QOJ2a^d6critpl^ ~~~~ 
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1H NMR (CDCI3): 1.25 (t, 3H, /- 7.0 Hz, CH 3 ), 3.68 (q, 2H, J- 7.0 Hz, CH 2 ), 
3.70 (s, 2H, CH 2 ), 4.05 (s, 2H, CH 2 ), 4.20 (t, IH, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J— 6.8 
Hz, CH 2 ), 5.26 (s, 2H, CH 2 ), 6.80 (brs, IH, NH), 7.25-7.80 (m, 8H, ar), 8.60 (brs, IH, 
NH), 9.80 (br s, IH, OH). 13 C NMR (CDCI3): 173.40, 157.68, 156.02, 143.93, 141 74 
131.04, 128.23, 127.55, 125.43, 120.43, 116.73, 93.48, 66.30, 64.68, 61.11, 59.00^ 
47.51, 15.61. HRMS [M+H]+ C 27 H 29 N 2 0 6 Calc: 477.2026; Tr: 477.2023. Anal. Calc: C 
68.04; H, 5.93; N, 5.88; Tr: C, 68.00; H, 5.90; N, 5.87. 

a-5) Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N a hArg (Boc)-OH) 

a-S-1) l-tert-Butoxycarbonylamino-3,3-diethoxypropane: Un 

m61ange de di-tert-butyl dicarbonate (9g, 40 mmol.) dans le dioxane (40ml) est 
additionn6 goutte a goutte, a une solution, sous agitation et a 0°C, de l-atnino-3,3- 
diethoxypropane (5.52g, 37 mmol) et de Et 3 N (4.04g, 40 mmol) dans 5ml dioxane. 
Apres 2h, le melange est agite a temperature ambiante 12h puis le solvent est evapore. 
L'huile residuelle est reprise par lOmL d'eau, acidifiee avec 30ml HC1 (1%), puis 
extraite a l'acetate d'ethyle (60ml x 3). Les phases organiques sont s6ch6es (MgS04) et 

6vapor6es pour donner 8.89 g de l-^Butoxycarbonyl-amino-3,3-diethoxypropane 
(90%). 

IH NMR (CDCI3): 1.20 (t, 6H, 7= 8.8 Hz, CH 3 ), 1.40 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 1.60-2.00 
(m, 2H, CH 2 C), 3.00-3.80 (m, 6H, OCH 2 +NHCH 2 ), 4.50 (t, IH, J= 6.4 Hz, CH), 5 05- 
5.10 (br, IH, NH). 

a-5-2) 3-tert-Butoxycarbonylaminopropanal: Une solution de 
l-tert-Butoxycarbonyl-aniino-3,3-diemoxypropane (8.89g, 36mmol) dans 15ml d'acide 
ac6tique et 4ml d'eau est agitee 4 temperature ambiante pendant lOh, puis neutralist 
par NaHC0 3 , reprise a l'acetate d'ethyle et lav6e a brine. Les phases organiques sont 
evaporees a pression reduite pour donner 5.17g de 3-tert-butoxycarbonylaminopropanal 
(83%). 

IH NMR (CDC1 3 ): 1.45 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 2.60-2.80 (t, 2H, CCH 2 ), 3.20-3.50 (m, 
2H, NCH 2 ), 5.10-5.20 (br s, IH, NH), 9.86 (s, IH, CHO). 

a-5-3) Fmoc-NH-NH(CH 2 ) 3 NHBoc: 5.08g de Fmoc carbazate 
(20mmol) est additionn6 a une solution sous agitation de 3-tert- 
Butoxycarbonylaminopropanal (3.46g, 20mmol) dans 100ml de THF sec a temp6rature 
ambiante. Apres lOmin, lg de tamis moleculaire (4A) est ajoute et le melange 
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rSactionnel est agite pendant 12h. 1.26g de cyanoborohydrure de sodium (20mmol) est 
ajoute par fractions en 45**, Le pH est maintenu a 3-4 par addition d'une solution 
d'HCl 2N. Le melange est agite pendant 2h supplemental, puis le P H est ajuste a 1 50 
mL d'acetate d'ethyle sont alors ajoute au melange, la solution est neutralist par 
NaHC0 3 . Le melange est extrait par CH 2 C1 2 (3x50ml). Les phases organiques sont 
sechees (Na 2 S0 4 ) et le solvant est evapor* pour donner une huile qui cristallise par 
addition d' ether de p6trole (4.27g, 52%). 

mp: 101-C H NMR (DMSO) 1.40 (s, 9H, tBu), 1.50 (m, 2H, CH 2 ), 2.68 (m, 2H 
CH 2 ), 2.98 (m, 2H, CH 2 ), 4.24 (t, 1H, J = 6.9 Hz, CH), 4.32 (d, 2H, J = 6.9 Hz, CH 2 ) 
4.70-4.85 (brs, 1H, NH), 6.78 (brs, 1H, NH), 6.80 (brs, 1H, NH), 7.25-7.90 (m, 8H, arY 
C NMR (DMSO) 157.21, 155.95, 144.18, 142.94, 127.98, 127.64, 125.59, 120 46 
77.71, 65.82, 47.08, 38.39, 28.62, 28.21. HRMS calc C 23 H 29 N 3 0 4 : 411.2158 Anal Calc 
C 23 H 29 N 3 0 4 : C, 67.12; H, 7.1 1; N, 10.22. Tr: C, 67.22; H, 7.19; N, 10.24. 

a-5-4) Aza-p 3 -(Boc)homolysinate de benzyle 
A une solution d'hydrazine Fmoc protegee Fmoc-NH-NH(CH 2 ) 3 NHBoc obtenue 
lors de 1'etape pr6cedente (3.7g, 9mmol) et de 2-bromoacetate de benzyle (2 66g 
1 1.6mmol) dans 20ml de toluene est ajout6e K 2 C0 3 (802mg, 5.8mmol). Le m61ange est 
P ort6 a reflux sous agitation pendant 28h. La solution est filtr6e et ^ ^ 

Le brut est chromatographic sur gel de silice (ethyl acetate/hexane 1/3) pour donner 
3.02g (60o/o) d'aza-p^CBo^homolysinate de benzyle sous forme d'huile qui precipite 
lentement. 

mp: 107X..H NMR (CDCI3) 1.50 ( S , 9H, tB»), 1.62 (m, 2H, CH 2 ), 2.97 (m, 2H 
CH 2 ), 3.24 (m, 2H, CH 2 ), 3.75 (m, 2H, CH 2 ), 4.20 (t, 1H, J- 6.9 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 
J- 6.9 Hz, CH 2 ), 5.19 (s, 2H, CH 2 ), 6.88 (brs, 1H, NH), 7. 2 5-7.90 (m, 13H, Ar) '3 C 
NMRCCDC1,): 171.23, 156.55, 155.50, 144.13, 141.77, ,35.54, 129.13, 129.04, 128 84 
128.14, 127.47, 125.44, 120.40, 79.38, 67.09, 64.47, 57.63, 54.56, 47.67, 38.83, 28 85' 
27.83. HRMS calc. : C 32 H 37 N 3 0,s: 559.2682. Anal calc. C 32 H 37 N 3 0 6 : C, 68.66 ; H 
6.67; N, 7.51. Tr: C, 68.59; H, 6.86; N, 7.28. 

a-5-5) Aza-p 3 -homolysinate de benzyle 
A une solution de d'aza- P 3 -(Boc)homolysinate de benzyle (0.56g, Immol) dans 4 
mL de DCM, 2 mL de TFA sont ajout6s et la solution est agit6e pendant 6h a 
tempdrature ambiante. Une evaporation sous pression reduite conduit a 1'aza-p 3 - 
homolysinate de benzyle (0.41g, 92%) sous forme d'huile. 
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a-S-6) Aza-p 3 -arginate (N-Boc) de benzyle 

L'aza-p 3 -homolysinate de benzyle (0.1 8g, 0.40mmol) en solution dans 5ml de 
CH 2 C1 2 est lentement additionne a une solution de (BocNH) 2 C=NTf (0.16g, 0.41mmol) 
[(BocHN) 2 C=NTf est prepare selon la m6thodologie de Feichtinger, K; Zapf, C; Sings 
H.L; Goodman, M. J.Org.Chem. 1998, 63, 3804] et de triethylamine (0.64ml' 
0.46mmol). Apres agitation a temperature ambiante pendant 12h, la solution est lavee 
par une solution saturee de NaHC0 3 (25ml) et la phase aqueuse est extraite par CH 2 C1 2 
(3x50ml). Les phases organiques reunies sont s6chees sur Na 2 S0 4 et concentrees in 
vacuo. Le brut, purifid par flash chromatographie (ethyl acetate/hexane 1/2), conduit a 
l'aza-p 3 -arginate (N-Boc) de benzyle 0.23g (85%). 

mp: 70-72°C. 1 H NMR (CDCI3) 1,39 (s, 18H, tBu), 1.60 (m, 2H, CH 2 ), 2.80 (m, 
2H, CH 2 ), 3.32 (m, 2H, CH 2 ), 3.66 (m, 2H, CH,), 4.24 (t, 1H, J= 7.1 Hz, CH), 4.45 (d, 
2H, J= 7.1 Hz, CH 2 ), 5.05 (s, 2H, CH 2 ), 6.95 (brs, 1H, NH), 7.27-7.82 (m, 13H, Ar), 
8.28 (brs, 1H, NH), 11.45( brs, 1H, NH). U C NMR (CDCI3): 171.45, 170.80, 163.97,' 
156.57, 153.59, 144.17, 141.73, 135.67, 129.06, 128.91, 128.78, 128.09, 127 45 
125.47, 120.34, 8335, 79.48, 66.93, 60.74, 58.04, 53.89, 47.64, 38.83, 28.67 2844' 
27.45. HRMS CasH^NsOs Calcd.701.3424 Anal. Calcd for Cbtf^fcO. C, 65.02; H,' 
6.75; N, 9.98. Found: C, 65.10; H, 6.83; N, 9.98. 

a-5-7) FmocN a hArg(Boc)-OH : 

30mg de Pd/C a 10% sont ajoutes a une solution d'aza-p^arginate (N-Boc) de 
henzyle (0.35g, O.Smmol) dans 25ml d'ethanol sous atmosphere d'hydrogene Le 
melange est agite a temperature ambiante pendant 6h. Le catalyseur est filtre sur celite 
La celite est lave par EtOH (3x15ml) et le filtrat est evapore pour conduire a 0.26g 
(89%) d'aza-p 3 -arginine (N-Boc) sous forme d'huile qui cristaUise lentement. 

Mp: 94°C. 1 H NMR (CDCI3) 1.38 (s, 9H, tBu), 1.39 (s, 9H, tBu), 1.62 (m, 2H, 
CH 2 ), 2.89 (m, 2H, CH 2 ), 3.38 (m, 2H, CH 2 ), 3.60 (m, 2H, CH 2 ), 4.14 (t, 1H, 7= 7.1 
Hz, CH), 4.40 (d, 2H, J= 7.1 Hz, CH 2 ), 7.27-7.82 (m, 8H, Ar), 7.95 (br s, 1H, NH), 
8.50 (br s, 1H, NH), 11.50 (br s, 1H, NH). 13 C NMR (CDCI3): 171.35, 170.70, 163.90, 
157.45, 153.57, 143.96, 141.75, 128.18, 127.52, 127.31, 125.44, 120.38, 83.35, 79 6 0 ' 
67.42, 58.04, 53.89, 47.61, 38.83, 28.59, 28.46, 27.47. HRMS calc pour C 3lH41 N 5 oi 
<M+) 611.2955. Tr (M + ) 6H.2958. Anal. Calc. for C^ 5 O z : C, 60.85; H, 6.76; N, 
11.45. Tr. C, 60.95; H, 6.78; N, 11.47. 
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a-6) Fmoc aza-B 3 -Lysine (Fmoc-N a hLys-OH) 

a-6-1) l-tert-Butoxycarbonylamino-3,3-diethoxybutane- Un 

melange de di-tert-butyl dicarbonate (9.6 g, 40 mmol.) dans le dioxane (40ml) est 
adckuonn* goutte a goutte, a une solution, sous agitation et a 0°C, de l-amino-3 3 
diethoxybutane (5.9, 37 mmol) et de Et 3 N (4.04g, 40 mmol) dans 5ml dioxane Apres 
2h, le melange est agite a temperature ambiante 12h puis le solvent est evapore. L'huile 
Quelle est reprise par lOmL d'eau, acidifiee avec 30ml HC1 (1%), puis extraite a 
V acetate d'ethyle (60ml x 3). Les phases organises sont sechees (MgS04) et evaporees 
pour donner 9.4 g de l-^Butoxycarbonyl-amino-3,3-diethoxybutane (90%). 

IH NMR (CDC1 3 ): 1.20 (t, 6H, J= 8.8 Hz, CH 3 ), .1.40 (s, 9H, C(CH 3 )3), 1.60-1 80 
(m, 2H, CH 2 C), 3.15 (m, 2H NCH 2 ), 3.48 (m, 2H, OCH 2 ), 3. 85 (m, 2H, OCH 2 )„ 4 45 
(t, IH, J= 6.4 Hz, CH), 4.65-4.70 (br, IH, NH). 

a-6-2) 3-tert-ButoxycarbonylaminobutanaI: Une solution de 1- 
tert-Butoxycarbonyl-ammo-3,3^diethoxybutane (1.61g, 6.2 mmol) dans 12ml d'acide 
acehque et 6ml d'eau est agitee a temperature ambiante pendant 5h, puis neutralisee par 
NaHCOa, reprise a 1'acetate d'ethyle et lav6e a brine. Les phases organiques sont 
evapor6es a pression reduite pour donner 1.27g d'une huile correspondant au 3-tert- 
butoxy carbonylaminobutanal en 6quilibre avec rhydroxy-2 pyrazolidine 

IH NMR (CDCI3): 1.40 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 1.70-2.00 (m, 4H, CH 2 ), 3.20-3.50 (m 
2H, CH 2 ), 5.30-5.40 (br s, IH, NH), 9.86 (s, CHO). 

a-6-3) Rnoc-NH-NH(CH 2 ) 4 NHBoc: 5.08g de Fmoc carbazate 
(20mmol) est additionne a une solution sous , agitation de 3-tert- 
Butoxycarbonylaminobutanal (3.46g, 20mmol) dans 100ml de THF sec a temperature 
ambzante. Apr., lOmin, lg de tamis moleculaire (4A) est ajoute et le melange 
reachonnel est agite pendant 12h. 1.26g de cyanoborohydrure de sodium (20mmol) est 
ajoute par fractions en 45min. Le pH est maintenu a 3-4 par addition d'une solution 
d'HCl 2N. Le melange est agite pendant 2h sup P 16mentaire, puis le pH est ajust6 a 1 50 
mL d'acetate d'6thyle sont alors ajoute au melange, la solution est neutralisee par 
NaHC0 3 . Le melange est extrait par CH 2 C1 2 (3x50ml). Les phases organiques sont 
sechees (Na 2 S0 4 ) et le solvant est 6vapore pour donner une huile qui cristallise par 
addition d'ether de p6trole (4.27g, 52%). 
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84o/o. mp: 149°C 1 H NMR (DMSO): 1.45 (s, 9H, tBu), 1.55 (m, 4H, 2CH 2 ), 2.90 
(m, 2H, CH 2 ), 3.20 (m, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 7= 6.8 Hz, 
CH 2 ), 4.65 (br s, 1H, NH), 6.45 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, ar). 13 C NMR 
(DMSO): 158.53, 156.06, 144.13, 141.07, 128.00, 127.41, 125.55, 120.44, 77.73 65 82 
5 50.05, 47.05, 40.52, 28.58, 27.47, 24.93. Anal. Calc : C 24 H 31 N 3 0 4 425.2314 C, 67 73- 
H, 7.35; N, 9.88; Tr: C, 67.70; H, 7.33; N, 9.87. 

a-6-4) Fmoc-PfhLys (Boc)-OH: 
Le monomere Fmoc-N«hLys(Boc)-OH est prepare en suivant le mode operatoire 
general d'amination reductrice a partir de l'hydrazine Fmoc-NH-NW^^ d6crit 
10 plus haut 

820/o.lH NMR (CDCI3): 1.45 (s, 9H, tBu), 1.55 (m, 4H, 2 CH 2 ), 3.10 (m, 2H, 
CH 2 ), 3.60 (m, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.8 Hz, CH 2 ), 
4.80 (br s, 1H, NH), 6.90 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, ar). 13 C NMR (CDC1 3 )- 
170.97, 156.49, 156.00, 144.17, 141.76, 128.84, 128.14, 125.48, 120.40, 79.38, 67.04, 
15 58.00, 56.52, 47.64, 40.53, 28.83, 27.68, 25.01. HRMS C 26 H 33 N 3 0 6 [M + Na]+ Calc- 
506.2267; Tr: 506.2265. 

a-7) Fmoc -aza-p 3 -Asparagine (Fmoc-N a hAsn(Trt)-OH). 

a-7-1) Boc NH-NHCH 2 CONH 2 : A une solution de glyoxalate de 
methyle (3 g ; 33,6mmol) dans le DCM (50mL) est ajout6 du Boc carbazate (4,23g ; 

20 0,95 eq). Le miUeu reactionnel est laiss6 12h sous agitation a temperature ambiante e^ 
est concentre pour donner un solide pateux directement reduit par hydrog6nation 
catalytique dans le methanol (30mL) en pr6sence de Pd/C (200mg) pendant 20h. Le 
milieu reactionnel est concentre puis une solution de metoW'ammoniacal 6N (13mL) 
est ajoutee. Le milieu reactionnel est laisse sous agitation pendant 48h a temperature 

15 ambiante puis est concentre. En pr6sence d'ether diethyUque l'huile precipite pour 
donner le produit attendu sous forme d'un solide blanc (4,27g, 70%). 

RMN 1H (CDC1 3 ) 5 ppm: 1,49 (s, 9H, CH 3 ) ; 3,56 (s, 2H, CH 2 ) ; 5,88 (brs, 1H, 
NH) ; 6,43 (s, 1H, NH amide) ; 7,33 (s, 1H, NH amide). 

a-7-2) Boc-Aza-p 3 -Asn-OBn : A une solution d'amide (7,lg; 
»0 37mmol) dans un melange 1/1 toluene^MF (70mL) est ajoute successivement le 
K 2 C0 3 (4,6g ; 0,7eq) et le bromoac6tate de benzyle (17,10g ; 2eq).Le miHeu r6actionnel 
est iaiss6 sous agitation a 50°C pendant 5 jours puis il est concentr6 et repris avec 
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100mL de DCM. Apres deux lavages a l'eau (2x50mL). La phase organique est sechee 
sur Na 2 S0 4 puis est concentrde pour donner une pate. La trituration dans l'6ther 
diethylique permet d'obtenir une poudre blanche (5,35g ; 42%) correspondant au produit 
attendu. 

5 RMN 1H (CDC1 3 ) 8 ppm: 1,45 (s, 9H, CH 3 ) ; 3,61 (s, 2H, CH 2 ) ; 3,77 (s, 2H, CH 2 ) 

; 5,21 (s, 2H, CH 2 ) ; 5,50 (brs, 1H, NH) ; 6,94 (s, 1H, NH amide) ; 7,33-7,45 (m, 5H, 
Ar); 8,18 (s, 1H, NH amide). 

RMN 13C (CDCI3) 8 ppm: 28,2 (CH 3 ); 58,58 (£H 2 N) ; 60,89 (CH 2 N) ; 67,03 
(C0 2 CH 2 ) ; 81,23 (C(CH 3 ) ; 128,47 128,71 128,75 134,92 (C Ar) ; 155,75 (Boc £0) ; 
10 170,32 (C0 2 Bn) ; 172,68 (CONH 2 ). 

a-7-3) Fmoc-Aza-p 3 -Asn-OBn : On fait buller du HC1 gazeux 
dans une solution de BocAza-p 3 -AsnOBn (6,40g) dans lOOmL de DCM. Le milieu 
r6actionnel est laiss6 sous agitation pendant 1 nuit a temperature ambiante puis est 

15 concentr6. Le sohde blanc obtenu est triture dans l'ether puis est 611x6. R est mis en 
presence de triemylamine (2,30g ; l,2eq) dans le DCM (60mL). La solution limpide est 
concentre pour donner un solide pateux directement solubilise dans un mdlange 
eau/THF 1/1 (lOOmL). NaHC0 3 (3,19g ; 2eq) est ajoute ainsi qu'une solution de 
FmocCl (5,88g ; l,2eq) dans le THF (50mL) goutte a goutte. Le milieu reactionnel est 

20 laiss6 sous agitation pendant 24h a temperature ambiante. Apres ajout d'6ther 
di6thylique (75mL) la phase organique est recuperee et est lav6e avec une solution 
aqueuse saturee en NaCl. La phase organique est sech6e sur Na 2 S0 4 puis est concentree 
pour donnee une huile marron. Le produit brut est purifie parjchromatographie sur gel 
de silice (DCM/AcOEt 3/7 et 1/9) pour r6cuperer le produit attendu sous la forme d'une 

25 poudre blanche ( g ; %). 

RMN *H (CDC1 3 ) 8 ppm: 3,62 (s, 2H, CH 2 ) ; 3,76 (s, 2H, CH 2 ) ; 4,21 (t, 1H, CH 
Fmoc) ; 4,47 (d, 2H, CH 2 Fmoc) ; 5,23 (s, 2H, CH 2 ) ; 5,42 (brs, 1H, NH) ; 7,16 (s, 1H, 
NH amide) ; 7,28-7,56 (m, 9H, Ar); 7,56 (d, 2H, Ar) ; 7,78 (d, 2H, Ar) ; 7,94 (s, 1H, NH 
amide). 

30 RMN 13 C (CDC1 3 ) 8 ppm: 49,24 (CH Fmoc) ; 60,51 (QH 2 N) ; 62,80 (CH 2 N) ; 

69,19 (CH 2 Fmoc) ; 69,37 (CO^H,) ; 122,17 127,09 129,24 129,96 130,54 130,63 
130,66 130,71 137,00 143,44 145,58 (C Ar) ; 158,56 (Fmoc CO) ; 172,29 (C0 2 Bn) ; 
174,32 (CONH 2 ). 
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a-7-4) Fmoc-A2a-p 3 -Asn(NHTrt)-OBii : A une solution de 
Fmoc.A2a-p 3 -Asn(NHTrt).OBn (180mg, O.Wl) dans 2mL d'AcOH sont ajoutes 
successivement le triphenylmethanol (102mg, l eq ), ranhydride acdtique (80mg, 2eq) et 
2uL d'H 2 S0 4 concentre Le milieu reactionnel, sous agitation, est porte a 55°C pendant 
1 heure puis est laiss6 refroidir a temperature ambiante. Le milieu reactionnel est 
concentre a son 1/3 pour ajoute lOmL d'eau glacial. Apres extraction a F AcOEt, la 
phase organique est lavee a 1'eau et avec une solution aqueuse saturee en NaCl La 
phase organique est sechee sur Na 2 S0 4 puis est concentree. L'huile obtenue est purifiee 
par chromatographie sur gel de silice (AcOEt/EP) pour recuperer 140mg (50%) de 
produit attendu sous la forme d'un solide blanc. 

RMN 1H (CDC1 3 ) 8 Ppm: 3,70 (s, 2H, CH 2 ) ; 3,82 (s, 2H, CH 2 ) ; 4,12 (t, 1H, CH 
Fmoc) ; 4,26 (d, 2H, CH 2 Fmoc) ; 5,24 (s, 2H, CH 2 ) ; 7,28-7,60 (m, 26H, Ar), 7,81 (d 
2H,Ar);9,47(s,lH,NH). 

a-8) Fmoc -aza-p 3 -Proline (Fmoc-N a hPro-OH). 

a-8-1) ZNH-NHBoc: A une solution de Boc carbazate (7.93g 
60mmol) dans 60mL de CHC1 3 est ajoutee une solution aqueuse de NaOH (2.4g leq 
dans 60mL d'eau). Le m&ange est refroidi dans un bain de glace et une solution de 
bensylcMoroformate (10.24g leq) dans CHC1 3 (60mL) est additionnee lentement , puis 
le m61ange est maintenu a temperature ambiante sous agitation pendant 12h. La phase 
organique est ensuite lavee a Feau, a la brine puis sechee sur Na 2 S0 4 . Apres evaporation 
du solvant le solide blanc obtenu est repris a l'6ther de petrole et filtre (14.17& 89%). 

a-8-2) Benzyl-pyrazolidine-l-carborylate: A une solution 
d'hydrazine bis protegee (5.33g, 20mmol) dans le DMF (40mL), NaH (8O0/0 in oil, 
1.21g, 2.1eq) est ajout6 a 0«C. Aprcs agitation du milieu reactionnel pendant 30 min a 
temperature ambiante, le 1,3-dibromopropane (4.04g, leq) est ajout6 et le melange est 
agite pendant 12h. Le melange est verse dans 1'eau (80mL) et extrait deux fois avec 
AcOEt (2x75mL). La phase organique est lavee a l'eau, a la brine et sech6e sur Na 2 S0 4 
Apres evaporation du solvant, le melange est purine sur colonne par chromatographie 
sur gel de silice (PE-AcOEt 75-25) et conduit a 5.00g de benzyl ?ert -butyl pyrazoUdine- 
1,2-dicarboxylate (82o/o), qui est ensuite deprotege par dissolution (5.00g, 16.3mmol) 
dans 50mL DCM et saturation en HClg. Apres 12h d'agitation a tem P 6tature ambiante 
le milieu est concents et repris par 30mL d'eau. AcOEt (70mL) est ajout6 et la solution 
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est neutralist par additiond'une solution saturee de NaHC0 3 . La phase organique est 
lavee a l'eau, sechee sur Na 2 S0 4 , et concentree pour donner une huile incolore (3 30g 
98%). 



a-8-3) Z -Aza-p 3 -Proline tert-butyl ester: A une solution de 
benzyl-pyrazoUdine-l-carboxylate (3.30g, 16mmol) dans le toluene (40mL) est ajoute 
K 2 C0 3 (1.55 g) 0.7eq) et du bromoacetate de ferf-butyl (4.68g, 1.5eq). Le m61ange est 
agite pendant 4 jours a 75°C puis filter. Le filtrat est ensuite lave a l'eau, a la brine, puis 
s6ch6 sur Na 2 S0 4 . Apres evaporation du solvant, l'huile obtenue est purifiee sur une 
colonne de chromatographie de gel de silice (PE-AcOEt 70-30) pour donner 4.35g de Z 
-Aza-p 3 -Proline ter/-butyl ester sous forme d'huile (85%). 

l U NMR (CDCI3): 1.49 (s, 9H, CH 3 ), 2.16 (q, 2H, CH 2 ), 3.24 (t, 2H, CH 2 ), 3.51 (s, 
2H, CH 2 ), 3.65 (t, 2H, CH2), 5.22 (s, 2H, CH 2 ), 7.30-7.49 (m, 5H, Ar). 

13 C NMR (CDCI3) : 26.11 CH 2 , 29.74 CH 3 , 47.09 54.97 60.22 N-CH 2 , 68.85 CH 2 , 
83.06 C(CH 3 ) 3 , 127.83 127.89 128.40 138.37 Car, 157.05 COCH 2 , 170.39 CO. 

a-8-4) Aza-p 3 -Proline tert-butyl ester : 10% Pd/C (80mg) est 
ajoute a une solution de Z -Aza-p 3 -Proline rerf-butyl ester (l.OOg, 3.12mmol) dans 
MeOH (lOmL). Le m61ange est laisse sous agitation et sous atmosphere d'hydrogene 
pendant 12h (Evolution contr616 par TLC). Le catalyseur est filu-6 sur cehte et le filtrat 
est evapore , on obtient 0.58g (99%) d'A2a-p 3 -Proline /erf-butyl ester sous forme 
d'huile. 

'H NMR (CDC1 3 ): 1.50 (s, 9H, CH 3 ), 2.01 (q, 2H, CH 2 ), 2.90 (t, 2H, CH 2 ), 3.03 (t, 
2H, CH2), 3.39 (brs, 1H, NH), 3.51 (s, 2H, CH 2 ). 

a-8-5) Fmoc-Aza-p 3 -Proline tert-butyl ester: A une solution 
d'Aza-p 3 -Proline tert-butyl ester (0.58g, 3.12mmol) dans THF/eau (10 / 5 mL), sous 
agitation est ajout6 NaHCO, (0.52g, 2eq) puis goutte a goutte, une solution de FmocCl 
(0.97g, 1.2eq) dans le THF (lOmL). Apres agitation pendant 12h atemp6rature ambiante 
de 1' ether (50mL) est ajoute et la phase organique est pr61evee, lavee a la brine, sechee 
sur Na 2 S0 4 , puis evaporee. L'huile obtenue est purifi6e sur colonne de chromatographie 
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de gel de silice (EP/EtOAc 9/1 and 6/4). On obtient l.OOg (79%) de Fmoc-Aza-p 3 - 
Proline ferr-butyl ester sous forme d'huile. 

»H NMR (CDC1 3 ): 1.52 (s, 9H, CH 3 ), 2.18 (q, 2H, CH 2 ), 3.27 (t, 2H, CH 2 ), 3.55(s 
2H, CH 2 ), 3.65 (t, 2H,CH 2 ), 4.33 (t, 1H, CH Fmoc), 4.46 (d, 2H, CH 2 Fmoc), 7.30-7 88 
(m, 8H, Ar). 

a-8-6) Fmoc-Aza-p 3 -Proline : Une solution de Fmoc-Aza-p 3 - 
Proline ^-butyl ester (l.OOg, 2.5mmol) dans 10mL de DCM est saturde en HClg puis 
agitee a temperature ambiante pendant 5h. Le solvant est evapore, le m61ange est repris 
par de l'eau (20mL), puis l'on ajoute une solution NaHC0 3 (N) jusqu'a pH basique. La 
phase aqueuse est extraite a Tether, acidifi6e par HC1 2N, puis extraite a 1'AcOEt. La 
phase organique est lavee a la brine s6ch6e sur Na 2 S0 4 . Apres evaporation du solvant le 
solide obtenu est triture dans 1'ether de petrole , on obtient la Fmoc-Aza-p 3 -Proline 
(0.64g, 74%) sous la forme d'un solide blanc. Mp • 130°C 

l K NMR (CDCI3) : 2.01 (q, 2H, CH 2 ), 2.89 (t, 2H, CH 2 ), 3.34(s, 2H, CH 2 ), 3.35 (t, 
2H, CH 2 ), 4.15 (t, 1H, CH Fmoc), 4.47 (d, 2H, CH 2 Fmoc), 7.30-7.88 (m, 8H, Ar). 

13 C NMR (CDCI3) : 24.10 CH 2 , 43.47 N-CH 2 , 45.94 CH Fmoc, 54.12 59.98 N- 
CH 2 , 67.08 CH 2 Fmoc, 118.80, 123.63, 125.95, 126.67, 140.13, 142.12 Car, 157.15 CO 
Fmoc, 169.70 COOH. 

HRMS [M+Na]+C 20 H 2 oN 2 0 4 Nacalc :375.13208 ; tr. 375.1320. 

b) Synthase peptidiflue : Peptides Hybrides 

Les monomeres ddcrits ci-dessus peuvent, a l'instar d'un amino acide protege, etre 
integres dans des positions choisies d'un peptide par synthese sur support solide a l'aide 
d'un automate de synthase a strategie Fmoc afin d'obtenir des peptides hybrides. fls 
peuvent 6galement 6tre associ& pour conduire a des ohgomeres constitues 
exclusivement d'unit6s aza-p 3 -amino acides. 

La synthese des peptides hybrides a et6 effectuee selon le schema suivant : 
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La synthase des analogues peptidiques a ete realisee a l'aide d'un synthetiseur 
automatique modele PepSyntheziser™ 90 50, Milligen, fonctionnant en strat6gie Fmoc 
en condition de flux continu. Les groupements fonctionnels des chaines laterales des 
Fmoc-aminoacides sont proteges par les groupements protecteurs suivants: un 
groupement ?-butoxycarbonyle (Boc) pour la Lysine (Lys), *-Butyl (tBu) pour la 
Tyrosine (Tyr) et la Thr6onine (Thr), triphenylmethyle (Trt) pour la Glutamine (Gin) et 
2,2A5,6 r pentamemyldmydrobenzofuran-5-sulfonyle (Pbf) pour l'Arginine (Arg). Le 
DMF ne doit contenir aucune amine susceptible de deprotdger le groupement Fmoc au 
cours de la synthese et la piperidine utilisee pour les etapes de deprotection est pure a 
99%. Le diisopropylcarbodimide (DIPCDI) et le 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) sont 
utilis6s en tant qu* agents de couplage. 

La resine (1.00 g) pr6chargee (a ~ 0.2 mmol/g) par un residu amino acide ou aza- 
p 3 aminoacide est placee dans le reacteur du synthetiseur. Les couplages sont realises 
avec quatre fois la stoechiom6trie en amino acide ou en aza-p 3 -aminoacide et un temps 
de couplage de 30 mn, et selon les amino acides ou les aza-p 3 -aminoacides utilises, un 
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double couplage ou un temps de couplage de 60 mn est necessaire. Apres chaque etape 
de couplage et en fin de synthese, l'extremite N-tenninale du dernier residu greffe est 
deprot6gee automatiquement par une solution a 20% de piperidine dans le.DMF. 

Le clivage de la resine et la deprotection des groupements fonctionnels des 
chaines laterales sont realis6s simultan6ment par action du r6actif K (82.5 % TFA, 5 % 
phenol, 5 % eau, 5 % thioanisole et 2.5 % ethanedithiole). La resine. est extraite du 
reacteur et rincee au dicMoromethane, puis s6chee au dessiccateur. EUe est placee dans 
un ballon puis le cocktail de clivage K fraichement prepar6 est ajoute et le milieu 
reactionnel est laisse sous agitation pendant 3 h a temperature ambiante. La solution 
contenant le peptide hybride est ensuite recu P 6r6e par filtration de la resine sur fiitte. 
Apres evaporation du solvant sous pression reduite jusqu'a un volume d'environ 2 mL, 
le peptide hybride brut est isole par pr6cipitation dans 1' ether glace et filtration sur fiitte! 
D est purifid par HPLC sur une colonne phase inverse C18 (250 x 4.6 mm) selon un 
gradient dilution (solvant A : eau + TFA 0.1 % et solvant B acetonitrile + TFA 0.08 %) 
0% B a 70% B en 20min puis 70% B a 0% B en 5 min, avec un debit de 1.2 mL / min. 
La detection UV est r6alisee a 210 nm. La puret6 des peptides hybrides synth6tises est 
contrdlee en spectrom6trie de masse par la technique ESI dans un melange acetonitrile / 
eau (50/ 50). 
88-99 H4 

La synthese d'analogues du peptide 88-99 de l'histone H4, pour lequel nous avons 
remplace avec succes diff6rentes positions, a ete r6alis6e selon cette mdthodologie. Pour 
exemple les monomeres Ala, Leu, Lys, Tyr, Gly ont et6 remplaces par leur analogue 

respectif N«hAla, NahLeu, N<*hLys, N«hTyr, N«hGly etc .„. 

.... ^ 

25 Peptide 88-99 de rbistone H4: 

H-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gm-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 

Exemples de peptides hybrides prepar6s: 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

30 88 H2N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gm-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 

[M+Hf = 1440.8 ([M+H] + th6orique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2H] ++ = 720.9. 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

88 H 2 N-Tyr-AIa-N a -hLeu-Lys-Arg^ln-<jly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
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[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2HT = 720 9 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

H2N-Tyr-N a -hAla-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 
[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2HT - 720.9. 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

88 

HaN-Tyr-^-hAla-^-hLeu-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr^ly-OH 99 
[M+H] + = 1455.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2HT = 728.4. 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-N^ 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2HT = 720.9. 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G) : 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^^ 

[M+H] + = 1455.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2HT = 728 4 
-SEQ ID NO: 8: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-^ 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + th6orique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2HT - 720 9 
-SEQIDNO:9: 

88 

H2N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-N a -hArg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 
[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2HT = 720.9 

- SEQ ID NO : 10 : 

88 

HaN-Tyr-Ala-Leu-Lys-N^h^ 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + th6orique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2HT = 720.9. 
-SEQ ID NO: 11: 

88 ' 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln^ly^^ 
[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2HT =720. 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-N a -hTyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 ([M+Hf theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2H]- = 

- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): 

88 

^N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-^-hGly-OH 99 

720 9^ = 1440 ' 8 ([M+H]+ th6 ° rique = 1440 - 8 > et P ic de <fr**g* [M+2BT = 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 
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88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-^^ 
[M+H] + = 1470.8 ([M+H] + theorique = 1470.8) et pic de l'ion dicharge [M+2HT - 

B) Analyses bjologigues 

Les souris BALB/c ont ete immunisdes avec le peptide parent 88-99 H4 et dans 
les cultures les lymphocytes T de ces souris ont ete restimul6s avec le meme peptide ou 
avec les analogues A-E. La proliferation cellulaire a ete mesuree par Incorporation de 
thymidine tritiee et l'mdice de stimulation (IS) par rapport aux puits sans peptide a ete 
calcule. Les tests sont r6alis6s en triphcat et l'experience est realisee plusieurs fois dans 
des experiences independantes. Les premiers r6sultats (voir figure 1) montrent qu'un 
des peptides modifids, a savoir l'analogue E (IS de 7.7 * 90 uM) a une activite 
analogue, voir sup6rieure selon les experiences, a celle du peptide parent (IS de 6.7 a 90 
uM). 

Par ailleurs une manip miroir de la precedente a 6t6 r6aKs6e, a savoir des tests de 
reponse sur les lymphocytes T de souris inject6es avec les peptides modifies et 
stimulation ex vivo avec le peptide parent (88-99). Apres injection des analogues, des 
analyses ont ete realisees sur des cultures de cellules avec lesdits analogues et le peptide 
parent 88-99. On observe les resultats suivants : 

1) les peptides A et D sont immunogenes (induisent des reponses contre le peptide 
homologue) mais sans reaction crois6e avec le peptide parent (voir figure 2). 

2) le peptide E est immunogene et les cellules T g 6ner6es reagissent par reaction 
crois6e avec le peptide parent (voir figure 3). 

Le peptide E croise parfaitement avec le peptide parent 88-99. 

Les memes experiences ont ete effectu6es avec le peptide G, (correspondant a la 
sequence SEQ ID NO : 7). 

Les resultats (voir Figure 4) montrent que l'analogue G (IS de 16,6 a 100 uM) a 
une activite analogue a celle du peptide parent (IS de 16,9 a 100 uM). 
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Par ailleurs, une experience miroir de la precddente a ete r6alis6e, a savoir 
experience sur des souris injectees avec le peptide G et stimulation ex vivo avec des 
quantity croissantes du peptide parent (88-99). On observe que le peptide G est 
immunogene et que les cellules T generees contre ce peptide reagissent par faction 
croisee avec le peptide homologue G et surtout avec le peptide parent avec la meme 
intensity (voir Figure 5). 

II) Peptides hybrides du peptide 307-319 de I'h^ aelutinine do la g^gg 
Les Inventeurs ont r6alis6 la synthese, selon une methode identique a celle 
precedemment decrite dans le cadre des peptides hybrides de l'bistone H4, d'une autre 
serie de peptides hybrides correspondant a un peptide T CD4 + derive de la 
nucl6oprot6ine du virus de la grippe (peptide HA 307-319 : Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln- 
Asn-Thr-Leu-Lys-Leu-Ala-Thr) qui entre dans la composition d'une preparation 
vaccinale synthetique testee a Hieure actuelle pour ses propriety neutralisantes et 
15 protectrices. 

Les peptides synthetis6s sont les suivants : 

- SEQ ID NO : 1 6 (ou peptide A') : 

3 %N-lNr-hPro-Lys-Tyr-^ 

[M+H] + =1518.901 ([M+H] + theorique =1518.90079) 
20 - SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 

307 H 2 N-Pro-N a -liLys-Ty^^ 

[M+H] + = 1518.9009 ([M+H] + th6orique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 1 8 (ou peptide C') : 

^'HaN-Pro-Lys-N^-hTyr-Val-Lys-Gm-Asn-Thr-Leu-Lys-^ 

25 [M+H] + =1518.9008 ([M+H] + theorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 

3OT H 2 N-Pro-Lys-Tyr-N a -hVal^ 

[M+H] + = 1518.9008([M+H] + theorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 

30 3 ° 7 H2N-Pro-Lys-Tyr-Val-N°-h^^ 

[M+H] + = 1518.9009 ([M+H] + th6orique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln-A^^ 

[M+Hf = 1518.9008 ([M+H] + th6orique =1518.90079) 
35 - SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 
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307 



H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm-A^^ 

[M+H] + =1518.9009([M+H] + th6orique=1518.90079) 
- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 



307 T 



H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm-N a -n^ 

5 [M+H] + = ([M+H] + th6orique =1 5 1 8.90079) 

- SEQ ID NO : 24 (ou peptide I') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm^^ 

[M+Naf = 1540.8816([M+Na] + th6orique =1540 88273) 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 

10 3 ° 7 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm-^^ 

[M+H+2Na] + = 1562.8647([M+H+2Na] + tbiorique =1562.86468) 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 

3OT H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^^^ 

[M+H] + =1548.9228 ([M+H] + theorique =1548.92259) . 
15 - SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-G^ 
[M+H] + = 1533.9090([M+H] + theorique =1533.91169). 

20 Tout comme precedemment, les souris BALB/c out ete immunisees avec le 

peptide parent 307-319 HA et dans les cultures les lymphocytes T de ces souris ont 6t6 
restimulSs avec le meme peptide ou avec les analogues. La proliferation cellulaire a ete 
mesur6e par Incorporation de thymidine tritiee et l'indice de proliferation (IS) par 
rapport aux puits sans peptide a ete calcule. Les tests sont realises en triplicat et 

25 l'experience est reahsee plusieurs fois dans des experiences independantes. Parmi les 
peptides analogues testes, les resultats montrent que le peptide !r (LS de 21.8 a 100 uM) 
a une activit6 nettement sup6rieure a celle du peptide parent (voir Figure 6). 

Par ailleurs une experience miroir de la precedente a 6t6 rSalisee, a savoir une 
30 experience sur des souris injectees avec les peptides modifies et stimulation ex vivo 
avec le peptide parent (307-319). Done, apres injection du peptide analogue, des 
analyses ont ete realisees sur des cultures de cellules avec les differents analogues et le 
peptide parent 307-319. Parmi les peptides test6s, on observe les resultats suivants : 

1) les peptides L» et I* sont immunogfcnes (induisent des reponses contre le 
35 peptide homologue, et contre le peptide parent). 
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2) Le meilleur candidat est le peptide J', il est immunogene et les cellules T 
generees reagissent avec le peptide homologue J' et par reaction croisee avec le peptide 
parent. Cette reaction croisee est meme superieure a celle mesuree avec le peptide 
homologue (Figure 7). Nous retrouvons done le peptide J qui croise parfaitement avec le 
peptide parent 307-3 19, ce qui confirme que le peptide modifie J' est done un excellent 
candidat (voir Figure 7). 

L6gende des figures : 

- Figure 1 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 
avec le peptide parent 88-99 de lUistone H4 en sous cutanee avec de l'adjuvant de 
Freund, et stimulation ex-vivo avec le peptide parent ou l'analogue E ; L'indice de 
stimulation est indiqu6 en ordonnee, et les differentes concentrations en peptide sont 
indiqu6es en abscisse. 

- Figure 2 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 
avec le peptide modifie 88-99 A ou avec le peptide modifie 88-99 D de l'histone H4 en 
sous cutan6e avec de l'adjuvant de Freund. L'indice de stimulation est indiqud en 
ordonnee, et les difBrentes concentrations en peptide sont indiquees en abscisse. 

- Figure 3 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 
avec le peptide modifi* 88-99 E de l'histone H4 en sous cutan6e avec de l'adjuvant de 
Freund. L'indice de stimulation est indique en ordonnee, et les differentes 
concentrations en peptide sont indiquees en abscisse. 

- Figure 4 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 

avec le peptide parent 88-99 de l'histone H4 en sous cutanSe avec de l'adjuvant de 

Freund, et stimulation ex vivo avec le peptide parent ou l'analogue G L'indice de 

25 stimulation est indiqud en ordonn6e, et les differentes concentrations en peptide sont 
indiquees en abscisse. 

- Figure 5 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 
avec le peptide modifie 88-99 G de lhistone H4 en sous cutan6e avec de l'adjuvant de 
Freund. L'indice de stimulation est indique en ordonnee, et les differentes 

30 concentrations en peptide sont indiquees en abscisse. 

- Figure 6 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 
avec le peptide, parent 307-319 HA en sous cutanee avec de l'adjuvant de Freund, et 
stimulation ex vivo avec le peptide parent ou l'analogue J'. L'indice de stimulation'est 
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ihdique en ordonn6e, et les differentes concentrations en peptide sont indiqu6es en 
abscisse. 

- Figure 7: Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c 
immunisees avec le peptide analogue J en sous cutande avec de l'adjuvant de Freund, et 
stimulation ex vivo avec le peptide parent et r analogue J'. L'indice de stimulation est 
indique en ordonn6e, et les differentes concentrations en peptide sont indiquees en 
abscisse. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de peptides hybrides analogues de peptides ou prolines parents, 
5 ces peptides hybrides comprenant au moins un residu aza-0 3 aminoacyle, a savoir : 

* un residu repondant a la formule (A) suivante lorsqu'il est situ6 en position 
N-terminale, R n O 

"^Ok. (A) 

10 dans laquelle R represente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 

aminoacides, tels que Fmoc, Boc, ou Z, et Rj represente une chaine laterale choisie 
parmi celles des aminoacides, 

* un residu repondant a la formule (B) suivante lorsqu'il est situ6 en position 
C-terminale, o 

N OH (B) 

n 

dans laquelle Ri represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

* un residu repondant a la formule (C) suivante lorsqu'il est situ6 dans la chaine 
20 desdits peptides hybrides, r i q 

H 

dans laquelle R x represente une chaine laterale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

25 pour la preparation : f 

- d'un vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
de pathologies associees a la presence, dans l'organisme d'un individu, d'une 
proteine exogene ou endogene, susceptible d'Stre directement ou indirectement 
impliquee dans le processus d'apparition et/ou de developpement de ces 

30 pathologies, ou 

- d'un vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
de pathologies impliquant les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite 
et/ou les recepteurs des cellules T, 
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- d'un vaccin ou d'un medicament destin6 a la prevention ou au traitement 
de pathologies associees a la presence dans l'organisme d'un individu d'un 
anticorps susceptible d'etre reconnu par un susdit peptide hybride, 
ou pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro des pathologies 
susmentionn6es. 



2. Utilisation selon la revendication 1, pour la preparation d'un vaccin ou d'un 
m6dicament destine a la prevention ou au traitement de pathologies d'origine virale ou 
bacterienne, ou de pathologies autoimmunes, ou de maladies neurodegeneratives. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, pour la preparation d'un vaccin ou 
d'un medicament destine a la prevention ou au traitement des pathologies suivantes : 

• les pathologies impliquant des modules du complexe majeur 
d'histocompatibilit6 et/ou les recepteurs des cellules T, 

• les maladies auto-immunes, et notamment la thyroi-dite de Hashimoto, la 
maladie de Basedow, la maladie d'Addison, l'insuffisance hypophysaire, la gastrite' de 
Biermer, certaines sterility le diabete juvenile de type 1, le syndrome de Goodpasture, 
la myasthenic le rhumatisme articulaire aigu, le pemphigus, la pemphigoide bulleuse, la 
dermatite herpetiforme, le vitiligo, le pelade, le psoriasis, Tophtalmie sympathique 
l'uveite, le syndrome de Guihain-Bare, la sclerose en plaques, 1'anemie hemolytique, le 
purpura thrombopenique idiopathique, la leucopenie idiopathique, la cirrhose bihaire 
primitive, l'hepatite chronique active, la rectocolite hemorragique, 1'ileite de Crohn, le 
syndrome de Gougerot-Sjogren, la polyarthrite rhumatolde, la dermatopolymyosite,' la 
scl&odermie, la connectivite mixte, le lupus 6rythemat^ux discolde, le lupus 
erythemateux diss6min6. 

• les maladies neurodegeneratives, 

• les maladies d'origine virale, notamment : 

le SIDA provoqud par le virus de l'inmiuno-deficience humaine HIV-1 

etHIV-2, 

la paraplegie associ6e a HTVL-1 , ou la leuc6mie a cellules T de 
I'adulte, provoquee par le virus de la leucemie humaine a cellules T (virus HTLV), 
les infections provoquees par le virus respiratoire synticial, 
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les infections provoquees par le virus coxsakie, par exemple les 
m6ningites aiguSs lymphocytaires, 

les infections provoquees par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la 
mononucleose infectieuse, 

5 - les infections provoquees par le cytomegalovirus, par exemple la 

maladie des inclusions cytomegaliques, 

l'herpes provoque par le virus de l'herpes humain, 
l'herpes provoqu6 par le virus 6 de l'herpes simplex, 
les infections provoquees par le parvovirus B19 humain, par exemple 
10 les gastro-enterites infectieuses, 

l'hepatite B provoquee par le virus de l'hepatite B, 
l'hepatite C provoquee par le virus de l'hepatite C, 
la grippe provoquee par le virus influenza, 
la rubeole provoquee par le virus de la rubeole, 
les infections provoquees par le virus de la Dengue, par exemple les 

arboviroses, 

les rhumes, rhinites, coryza provoqu6s par les rhinovirus, 
la fievre aphteuse provoquee par le virus de la fievre aphteuse, 
certains cancers lies a des virus, tels que les virus Papilloma. 



15 



20 



25 



30 



4. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, de peptides hybrides de 
formule (1) suivante : 

(I) aai-lSThaam-aan-N^haao-aap 
dans laquelle : f 

- aai, aa„ et aa,, repr6sentent un residu aminoacyle, ou un enchainement de 
r6sidus aminoacyles, correspondant aux r6sidus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- ISThaa™ et l^haao repr^sentent un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou 
un enchainement de residus monomeres aza-|3 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement pr6sents a la m6me position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees dans la revendication 1, suivant 
qu'ils soient respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine 
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desdits peptides hybrides, et dans lesquelles Rl est identique a la chaine laterale de 
l'aminoacide initial du peptide ou de la proline parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza-0 3 aminoacyles, 

- 1, m, n, o et p reprdsentent zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous r6serve que l'un au moins de m ou de o soit different de zero, et que le nombre 
minimum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4. 

5. Utilisation selon i'une des revendications 1 a 4, de peptides hybrides issus de 
l'epitope 88-99 de l'histone H4 a titre de peptide parent, et correspondant a 
SEQ ID NO : 1, dont l'un au moins des aminoacides initiaux est substitue par un residu 
analogue aza-(3 3 aminoacide, pour la preparation d'un mSdicament, ou vaccin, destin6 i 
la prevention ou au traitement du lupus erythemateux (Ussemine. 

6. Utilisation selon la revendication 5, de peptides hybrides de formules 
suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E) : 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 3 (ou peptide C): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-N a -liLeu^ 

- SEQ ID NO: 4 (ou peptide A): 

88 

H 2 N-Tyr-N a -hAla-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 5 (ou peptide B): 

8S H 2 N-Tyr-N a -hAla-N a -hLeu-Lys-Arg-Gln^ly-Arg-71ir-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 6 (ou peptide D): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-N a -hLys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G) : 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Axg-Gln-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-N a -hTyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 8: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-N a -hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 9: 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-Gly-^-IiArg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 10 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-N a -hArg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 



W ° 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

43 

- SEQIDNO : 11 : 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-N a -hTyr-Gly-OH" 

- SEQIDNO .12: 

^HaN-^-hTyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQIDNO: 13: 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-N a -hGly-OH" 

- SEQIDNO: 14: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-^ 

7. Utilisation selon la revendication 5 ou 6, du peptide hybride de formule 
SEQ ID NO : 2, ou du peptide hybride de formule SEQ ID NO : 7. 

8. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, de peptides hybrides issus du 
peptide 307-319 de l'hemagglutinine du virus de la grippe a titre de peptide parent, et 
correspondant a SEQIDNO : 15, dont l'un au moins des aminoacides initiaux est 
substitue par un r6sidu analogue aza-p 3 arninoacide, pour la preparation d'un 
medicament, ou vaccin, destine a la prevention ou au traitement de la grippe ou de toute 
autre pathologie pour laquelle une molecule contenant un epitope B ou CTL (CD8) est 
adrninistree en association avec la sequence 307-319 HA qui renferme un epitope T 
CD4 dit universel. 



9. Utilisation selon la revendication 8, de peptides hybrides de formules 
suivantes : 

f 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
^HiN-N^hPro-Lys-T^ 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 
^^N-Pro-N^hLys-Tyr-Va^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
307 H 2 N-Pro-Lys-N°-hT^ 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-^-hVal-Lys-Gm-Asn-Thr-I^u-Lys-Leu-Ala-^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-N^ 
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- SEQ E> NO : 21 (ou peptide F') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys^^ 

- SEQ ID NO: 22 (ou peptide G'): 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln-Asn-Thr-I^u-N a -hLys-Leu-Ala-Thr-OH 319 

- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 

'H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 
SEQ ID NO : 24 (ou peptide I') : 
'H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm-Asn-^^ 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 

307 

H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln^^ 

- SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 
H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gm^ 



307 



307 



307 



10. Utilisation selon la revendication 8 ou 9, du peptide hybride de formule 
SEQ ID NO : 25. 



11. Peptides hybrides comprenant au moins un aza-p 3 aminoacide, ces peptides 
hybrides etant des analogues de peptides ou prptdines parents, lesdits peptides hybrides 
comprenant au moins un aminoacide initial du peptide ou de la prot6ine parent. 

12. Peptides hybrides selon la revendication 1 1, de formule (I) suivante : 

(I) aa ) -N x haa m -aa a -N a haa 0 -aa p 
dans laquelle : 

- aai, aa n et aa p represented un residu aminoacyle, ou un enchainement de 
residus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- NWn, et N^haao repr6sentent un residu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou 
un enchainement de residus monomeres aza-p 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees dans la revendication 1, suivant 
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qu'ils soient respectivement en position N-teiminale, C-tenninale, ou dans la chaine 
desdits peptides hybrides, et dans lesquelles R, est identique a la chaine laterale de 
raminoacide initial du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits 
monomdres aza-p 3 aminoacyles, 

- 1, m, n, o et p represented zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que Tun au moins de m ou de o soit different de zero, que le nombre 
minimum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4, et l'un au 
moins de 1, n, ou p soit different de zero. 

13. Peptides hybrides selon la revendication 1 1 ou 12, de formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E) : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^hv-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-Tyr-<jly-OH 99 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C) : 

88 

H2N-Tyr-Ala-N a -hLeu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH" 

- SEQ ID NO: 4 (ou peptide A): 

88 H 2 N-Tyr-Isr i -hAla-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 5 (ou peptide B): 

88 H 2 N-Tyr-N a -hAla-N a -hLeu-Lys-Arg--Gln-Gly-Arg-Thr~Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D) : 

^HzN-Tyr-Ala-Leu-^-hLys-Arg-Glii-Gly-Arg-Tlir-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G) : 

^HzN-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-N^hLeu-Ivr-hTyr-Gly-OH 99 

- SEQIDNO:8: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-N a -hGly-Arg-Tlu--I^u-Tyr-Gly-OH^ 

- SEQIDNO:9: 

88 

HzN-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-N^-hArg-Tlir-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 10: 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-N a -hArg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQIDNO:ll: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-^ly-Arg-Thr-Leu-N a -hTyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-^-hTyr-Ala-Leu-Lys-Arg-GM-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): 
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88 

H2N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-N a -hGly-OH 99 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 

88 H 2 N-Tyr-Ala-]^-L^ 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
^HaN-N^hPro-Lys-Tyr-W^ 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 
^'HaN-Pro-N^hLys-Tyr-V^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
307 H 2 N-Pro-Lys-]!^-hTyr-W^ 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D'): 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-N a -W^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^-hLys-Gln-Asn-Thr-Leu-Lys-Leu-Ala-^ 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gto^^ 

- SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 

307 

H^-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln-Asn-Thr-Leu-^-hLys-L^u-Ala-Thr-OH 319 

- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln-N a -hAsn-Thr-Leu-Lys-Leu-Ala-T^^ 

- SEQ ID NO: 24 (ou peptide I'): 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 

- SEQ ID NO: 25 (ou peptide J'): 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 

- SEQ ID NO: 26 (ou peptide K'): 
'H 2 N^Pro-Lys-TyrAral-^ 

SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 
'H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 



307 



307 



14. Peptides hybrides selon Tune des revendications 11 a 13, de fonnules 
suivantes : 

- SEQ ID NO: 2 (ou peptide E): 

88 

H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^bi-Gly-Arg-Tlir-N a -hLeu-Tyr-Gly-OH 99 



10 
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- SEQIDNO:7(oupeptideG): 

^HzN-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln^ly-Arg-Thr-N^hLeu-^-hTyr-Gly-OH 9 

- SEQE)NO:25(oupeptideJ'): 

r H 2 N-Pro-Lys-Tyr^al-Lys-Gm^^ 



307 



15. Anticorps anti-peptides hybrides polyclonaux ou monoclonaux tels 
qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un peptide hybride defini dans 
l'une des revendications 1 a 14, lesdits anticoips etant susceptibles de former un 
complexe avec ces peptides, hybrides, et/ou avec les peptides ou proteines parents 
correspondant a ces derniers, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent le peptide parent 
ou la proteine parente avec une afiBnite au moins egale a celle pr6sent6e par les anticorps 
anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis a vis du peptide parent ou de la proteine 
parente. 



15 16. Anticorps anti-idiotypes susceptibles de former un complexe avec les 

anticorps selon la revendication 15, tels qu'obtenus par immunisation d'un animal avec 
lesdits anticorps selon la revendication 15. 

17. Complexe entre un peptide hybride tel que defini dans l'une des 
20 revendications 1 a 14, et un element du complexe d'histocornpatibilite majeur (encore 

designd complexe MHC-hybride), et eventuellement un recepteur de cellules T (encore 
d6sign6 complexe MHC-hybride-r6cepteur T). 

18. Complexe entre un peptide hybride tel que' defini dans l'une des 
25 revendications 1 a 14, et un recepteur de cellules T. 

19. M6thode de diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence dans 
rorganisme d'un patient, d'une proteine exogene ou endogene, susceptible d'etre 
directement ou indirectement impliqu6e dans le processus d'apparition et/ou de 

30 developpement de ces pathologies, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la raise en contact d'un 6chantillon biologique provenant d'un patient 
susceptible d'etre porteur d'anticorps dirig6s contre ladite proline, avec un peptide 
hybride tel que defini dans l'une des revendications 1 a 14, ledit peptide hybride etant 
issu de tout ou partie de ladite proteine endogene ou exogene, ou issu d'un peptide 
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20 



25 



.30 



susceptible d'etre reconnu par' des anticorps recoimaissant eux-mSmes la proline 
exogene ou endogene, 

dans des conditions pennettant la reaction entre les anticorps diriges contre la 
proline et susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique, et le susdit peptide 
hybride, 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'etre form* a 
l'6tape pr6c6dente ou 

- la detection in vitro d'anticorps circulants chez le patient par un test de 
competition en utilisant un anticorps anti-hybride. 



20. M6thode de diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence dans 
l'organisme d'un patient d'une proteine exogene ou endogene, susceptible d'etre 
directement ou indirectement impliquee dans le processus d'apparition et/ou de 
developpement de ces pathologies, ladite methode etant caracterisee en ce qu'elle 

15 comprend : 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient 
susceptible d'etre porteur de ladite proteine, avec l'un au moins des anticorps selon la 
revendication 15, les anticorps etant avantageusement diriges contre un peptide hybride 
issu de tout ou partie de ladite proteine endogene ou exogene, ou 

dans des conditions pennettant la reaction entre la proteine susceptible d'etre 
presente dans l'echantillon biologique, et les susdits anticorps diriges contre le susdit 
peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'etre forme a 
l'etape pr6cedente, ou * 

- la detection d'antigenes circulants chez le patient dans des tests de competition 
en utilisant un peptide hybride tel que defini dans rune des revendications 1 a 14. 

21. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic in vitro 
selon la revendicationl9 ou 20, comprenant : 

- un peptide hybride issu de tout ou partie de la proteine endogene ou exogene, 
ou correspondant a un peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant 
eux-memes la proteine exogene ou endogene, ou bien des anticorps selon la 
revendication 1 5, diriges contre ce peptide hybride; 
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- des rtactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immvinologique; 

- des rtactifs permettant de dttecter le complexe antig&ne / anticorps qui a 6t6 
produit k Tissue de la reaction immunologique, lesdits reactifs contenant tventuellement 

5 un marqueur ou ttant susceptibles d'Stre reconnus k leur tour par un rtactif marqut, plus 
particulitrement dans le cas oil le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
siismentionnts ne sont pas marquts. 

22. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, caracttriste en ce qu'elle 
10 comprend un peptide hybride tel que dtfini dans Tune des revendications 1 k 14, ou un 
anti-idiotype selon la revendication 16, en association ou non avec un vthicule 
physiologiquement acceptable. 



23. Composition pharmaceutique caracttriste en ce qu'elle comprend un peptide 
15 hybride tel que defini dans Tune des revendications 1 k 14, ou un anticorps anti-idiotype 

selon la revendication 16, associts k une molecule porteuse, prottique ou non, pouvant 
induire in vivo la production d'anticorps neutralisant la proline exogtne ou endogdne 
responsable de la pathologie, ou induire in vivo une rtponse immune cellulaire 
cytotoxique ou auxiliaire. 

20 

24. Composition pharmaceutique, caract6ris6e en ce qu'elle comprend des 
anticorps selon la revendication 15, en association avec un vthicule physiologiquement 
acceptable. 

J 

25 ' 25. Procedt de preparation d'aza-p 3 aminoacides caracteris6 en ce qu'il comprend 

une 6tape de traitement de l'hydrazine substitute et prot6g6e de formule (D) suivante : 

(D) 

H 

GP N 

dans laquelle Rj reprtsente une chMne lattrale choisie parmi celles des 
30 aminoacides, le cas 6cheant protegee, et GP un groupe protecteur des fonctions amines, 
tels que Boc, Fmoc, ou Z, 

avec de Tacide glyoxylique sous agitation en presence de NaBHaCN en milieu 

acide, 

ce qui conduit en une ttape au compost aza-p 3 aminoacide de formule 
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R, O 
N OH 



dans laquelle R, et GP sent tels que definis ci-dessus, ledit compose pouvant le 
cas echeant etre deprotege, notamment a l'aide de HC1, de piperidine, ou d'hydrogene 
palladie, afin d'61iminer le groupe GP et le remplacer par H. 

26. Aza-p 3 aminoacides de formules suivantes : 

Fmoc aza-6 3 -Glycine (Fmoc-frThGly-OH), 

Fmoc aza-fl 3 -Lysine (Fmoc-N ct hLys(Boc)-OH), 

Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-l^hAspCOtB^-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Methionine (Fmoc-^hMet-OH), 

Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N a hArg (Boc)-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Tyrosine (Fmoc-N et hTyr(OCH20Et)-OH), 

Fmoc aza-p 3 Asparagine (Fmoc-N a hAsn (Trt)-OH), 

Fmoc aza-p 3 Proline (Fmoc-lSPhPro-OH). 
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Manlp T Balb/C tnjectees avec le peptide 88-99 de I'hlstone H4 
en sous cutanee avec de Padjuvant de Freund 
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en sous cutanee avec de I'adjuvant de Freund 
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Figure 1 
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Manlp T BALB/c injectees avec le peptide (A) modlfle (H4) 
en sous cutande avec de I'adjuvant complet de Freund 
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Manip T BALB/c injectees avec le peptide (D) modifie (H4) 
en sous cutanee avec de ('adjuvant complet de Freund 




90 MM 







30 MM 



10 MM 



3 MM 
concentration 



1 MM 



□ Peptide (D) modifU 
(H4) 





H 
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Figure 2 
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Manip T BALB/c injectees avec le peptide (E) modifie (H4) 
en sous cutanee avec de I'adjuvant complet de Freund 
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concentration 



Figure 3 
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Tests de la rfponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c immunises 
avec le peptide parent 88-99 H4 de 1'histone H4 par voie sous-cutande avec de 
l'adjuvant de Freund et stimulation in vivo par le peptide parent 
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12.5 pM 6.25 pM 3.12 pM 
concentration peptide 



1.56 pM 0.78 pM 



: Tests de la reponsesurles lymphocytes Tde souris BALB/c immunises 
avec le peptide parent 88-99 H4 de I'histone H4 par voie sous-cutanee avec de 
l'adjuvant de Freund et stimulation in vivo parle peptide analogue G 



25 
20 
15 - 
10 - 

5 - 

0 



co 



100 pM 50 pM 



25 mM 12.5 6.25 MM 3.12m ( M 1.56 mM 0.78 mM 
concentration peptide 



FIGURE 4 
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Tests de la reponse sur les lymphocytes T de sourls BALB/c immunises 
avec le p eptide analogue G par vole sous-cutanee avec de I'adjuvant de Freund 
et-stiimilatio n i n viv o paHe-peptkie-parenteHe^ept 
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FIGURE 5 
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Tests de la rSponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c immunises 
avecle peptide parent 307-319 HA parvoiesous^utan^eavecdel'adjuvantde 
Freund et stimulation in vivo par le peptide parent 
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Tests de la reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c immunises avec le 
peptide parent 307-3 19 HA par voie sous-cutanee avec del'adjuvant de Freund et 
stimulation in vivo par le peptide analogue J 
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FIGURE 6 
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: Tests de la rgponse sur Ies lymphocytes T de souris BALB/c immunises 
avec le peptide analogue J par voie sous-cutan£e avec de i'adjuvant de Freund et 
stimulation in vivo par le peptide parent et ie peptide analogue J 
18 n 




i i 1 1 
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FIGURE 7 
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<210> 1 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 * .10 



<210> 2 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (10).. (10) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<400> 2 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly' Arg Thr Xaa Tyr Gly 
1 5 10 

I 

<210> 3 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS C__FE AT U RE 

<222> (3) . . (3) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<400> 3 

Tyr Ala Xaa Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Glv 
1 5 10 
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<210> 4 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (2) (2) 

<223> Nalpha-hAlanine 

<40O> 4 

Tyr Xaa Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
15 10 

r 

<210> 5 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (2).. (2) 

<223> Nalpha-hAlanine 

<220> 

<2 2 1 > MIS COFEATURE 

<222> (3).. (3) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<400> 5 

Tyr Xaa Xaa Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 ~ 10 



<210> 6 

<211> 12 i 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (4) . . (4) 

<223> Nalpha-hLysine 

<400> 6 

Tyr Ala Leu Xaa Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 
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<210> 7 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (10) . . (10) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (11).. (11) 

<223> Nalpha-hTyrosine 



<400> 7 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Xaa Gly 
1 5 10 



<210> 8 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (7) . . (7) 

<223> Nalpha-hGlycine 

<400> 8 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Xaa Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



<210> 9 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<2 2 1 > MI SC_FEATURE 

<222> (8) . . (8) 

<223> Nalpha-hArginine 

<400> 9 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Xaa Thr Leu Tyr Gly 
1 5 io 
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<210> 


10 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(5) . . (5) 


<223> 


Nalpha-hArginine 


<400> 


10 



Tyr Ala Leu Lys Xaa Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



<210> 11 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (11).. (11) 

<223> Nalpha-hTyrosine 

<400> 11 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Xaa Gly 
15 10 



<210> 


12 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(1) ■ . (1) 


<223> 


Nalpha-hTyrosine 


<400> 


12 



Xaa Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



<210> 13 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> peptide hybride 
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<220> 

<221> MIS C__FEAT URE 

<222> (12) . . (12) 

<223> Nalpha-hGlycine 

<40O> 13 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Xaa 
1 5 10 



<210> 14 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

<2 2 1> MI S COFEATURE 

<222> (10),. (10) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (11)-. (11) 

<223> Nalpha-hTyrosine 

<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (12).. (12) 

<2 2 3> . Nalpha-hGlycine 



<400> 14 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Xaa Xaa 
15 10 



<210> 15 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens j 
<400> 15 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 


16 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<2.23> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(1) . • (1) 


<223> 


Nalpha-hProline 
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<400> 16 

Xaa Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 

1 5* 10 

<210> 17 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (2) . . (2) 

<223> Nalpha-hLysine 

<400> 17 

Pro Xaa Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 

1 5 10 

<210> 18 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

< 2 2 1 > MI SC_FEAT URE 

<222> (3) . . (3) " 

<223> Nalpha-hTyrosine 

<400> 18 

Pro Lys Xaa Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 

1 5 10 

<210> 19 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

< 2 2 1 > MIS C_FEAT URE 
<222> (4).. (4) 
<223> Nalpha-hValine 

<400> 19 



Pro Lys Tyr Xaa Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
1 5 10 
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<210> 


20 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> . 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(5) . . (5) 


<223> 


Nalpha-hLysine 


<400> 


20 


Pro Lys Tyr Val Xaa Gin Asn 


1 


5 


<210> 


21 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(9) . . (9) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<400> 


21 



Thr 



10 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Xaa Lys Leu Ala Thr 



10 



-<210> 22 

<2li> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride \ 
<220> 

<221> MISCJFEATURE 

<222> (10).. (10) 

<223> Nalpha-hLysine 

<400> 22 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Xaa Leu Ala Thr 
1 5 10 . 

<210> 23 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> peptide hybride 
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<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (7).. (7) 

<223> Nalpha-hAsparagine 

<400> 23 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Xaa Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 


24 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(11) . . (11) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<400> 


24 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Xaa Ala Thr 
1 5 in 



<210> 


25 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(12) . . (12) 


<223> 


Nalpha-hAlanine 


<400> 


25 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Xaa Thr 



<210> 26 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (10).. (10) 

<223> Nalpha-hLysine 
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<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (11) . . (11) 

<2 2 3 > Nalpha-hLeucine 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (12) . . (12) 

<223> Nalpha-hAlanine 

<400> 26 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Xaa Xaa Xaa Thr 
1*5 10 



<210> 


27 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artif icielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(11) . . (11) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(12) . . (12) 


<223> 


Nalpha-hAlanine 


<400> 


27 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Xaa Xaa Thr 
15 10 
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contains multiple (groups of) inventions, as follows: 

1 . Claims 5-7 (in full) and claims 1-4 and 1 1-25 (in part) 

Hybrid peptides from the 88-99 epitope of histone H4, in which at least one of the 
initial amino acids is substituted by an aza-p 3 amino acid analogue residue; 
compositions that include them, antibodies, complexes, uses and methods.' 

2. Claims 8- 1 0 (in full) and claims 1 -4 and 1 1 -25 (in part) 

Hybrid peptides from the 307-3 19 epitope of flu virus hemagglutinin, in which at 
least one of the initial amino acids is substituted by an aza-p 3 amino acid analogue 
residue; compositions that include them, antibodies, complexes, uses and methods. 

3. Claim 26 

Aza-p 3 amino acids. 
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aza-*beta.-3 aminoacides 
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